Nols 20, ‘No. 3 Ne NOVEMBER, 1934 


THE JOURNAL 
OF 


BIOCHEMISTRY 


WITH THE COOPERATION OF 


SHIGERU AKAMATSU, Chiba; TORASABURO ARAKI, Kyoto; NOBORU ARI- 
YAMA, Niigata; KIKO GOTO, KYOTO; KIKUNAE IKEDA, Tokyo; KATSUJI 
INOUYE, Sendai; SHIGERU TODA, Hoten; SHICHIZO KATO, Kumamoto; MITSU- 
GI KIKUCHI, Tokyo; KEIZO KODAMA, Fukuoka; CHIKAHIKO KOIZUMI, Tokyo; 
SHIGERU KOMATSU, Kyoto; YASHIRO KOTAKE, Osaka; KANAYE MAYEDA, 
Kyoto; KOJI MIYAKE, Sapporo; TAKEYOSHI NAGAYAMA, Tokyo; HAZIME 
MASAMUNE, Sapporo; YUZURU OKUDA, Fukuoka, TETSUTARO TADOKORO, 
Sapporo; TAKAOKI SASAKI, Tokyo; GOZO SATO, Keijo; TORAI SHIMAMURA, 
Tokyo; TAYEI SHIMIDZU, Okayama; UMETARO SUZUKI, Tokyo; YUUJI SUYE- 
YOSHI, Tokyo, MASAJI TOMITA, Nagasaki; MAKOTO YAMAKAWA, Tokyo; 
KIYOHISA YOSHIMURA, Kagoshima. 


EDITED BY 


SAMURO KAKIUCHI - 
te Ghee in the Tokyo Imperial University 


Reprinted by 
TOA BOOK EXPORTS, INC. 


Tokyo Kosho Kaikan Building 
Kanda Ogawa-cho 3-22, Tokyo 
CABLE: Toaperiodical, Tokyo 
PHONE: Tokyo 291-1448 


ar 


The Journal of Biochemistry, Vol. 20, No. 3. 


BIOCHEMICAL STUDIES ON CARBOHYDRATES. 


(Directed by Assistant Prof. H. Masamune.) 


XII. On p-glucuronosidase, 2nd communication. 


By 


GEMPACHI OSHIMA. 


(From the Medico-chemical Institute, Kyushu Imp. University, Fukuoka. 
Director: Professor K. Kodama.) 


(Received for publication, June 29, 1934) 


The present work accounts for the distribution in animal 
tissues of the enzyme which was termed by Masamune (1934) 
j-glueuronosidase. The enzyme was extracted with chloroform 
water at a low temperature and the enzyme content was measured 
by the hydrolysis degree of mentholglucuronie acid which was 
incubated with the enzyme. The experimental results on bull 
tissues indicated that the content of 6-glucuronosidase was nil or 
a trace, if any, in blood, poor in skeletmuscle, mucosa of small 
intestine, gl. submaxillaris, brain, uterus, heart and pancreas; 
moderate in lung, kidney and liver; and-rich, contrary to expecta- 
tion, in spleen and endoerine organs. In dog, it was almost absent 
in blood, brain, stomach and heart, and poor not only in mucosa 
of small intestine, pancreas and uterus but also in liver, kidney 
and lung. The enzyme content of endocrine organs and spleen 
was relatively abundant as well as in the case of the ox. 

In general, the enzymic reaction is believed to have a reversible 
character as is actually proved, for instance, on emulsin. Accord- 
ingly, the enzyme under discussion may be regarded as accelerat- 
ine the synthesis of conjugated glucuronic acids in the animal 
body and from this point of view, it appears very interesting that 
the liver, kidney and lung of dog have not so much f-glucuronosi- 
dase as have those of ox because most carnivorous animals are far 
less capable of detoxicating alcohols by this means than carnivorous 
ones are. 
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EXPERIMENTS. 


A. Comparison of methods for preparation 
of the enzymic solution, 

The following procedures were compared with one another in 
regard to ease and yield in preparing the enzymic solution: 

1. The enzymic solution was prepared according to Masa- 
mune (1934) with the following modifications: lee. of toluene 
was added instead of 0.5 ce. to 10 ce. of the tissue suspension and 
the quantity of water employed for extraction of the first alcoholic 
precipitate was reduced to # times and that for final extraction to 
6/25 times weight respectively of the supernatant liquids in the 
foregoing stages so that the dilution of the final enzyme extract, as 
calculated to the tissue pulp, was 


3x s x =: ee 
5 25 125 

2. The tissue pulp was ground with sea sand, shaken with 
double weight of water containing toluene in the ratio of 1 ce. 
to 10 ce. of water and placed in the ice chest. The procedures 
elsewhere were similar to 1. 

3. The pulp ground with sand was suspended in double its 
weight of chloroform water and treated further, similarly to 1. 

4. The pulp was kneaded with one fifth volume of chloroform, 
shaken with double weight of water, quickly centrifuged and the 
supernatant liquor was treated as in 1. ; 

The tissue pulp used was from different sources according 
to the method, and portions of the tissue suspension or of tissue 
kneaded were taken out from time to time and submitted to further 
treatments. 

As the measure of the enzyme amount, the hydrolysis extent. 
of mentholglucuronic acid was taken, following the procedures of 
Masamune. (1934. conf. esp. 357.) 

As is shown in Table I, the enzyme was extracted ad maximum 
after 72, 24, 4 and 1 hours according to the method, respectively. 
The experiment was repeated on the same samples of bull kidney 
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TABLE I. 

Incubation mixture: the enzyme extract 2 ee. 
mentholglucuronie acid sol. Tee. 
citrate buffer sol. at pH 5.3 I ce. 
toluene 1 drop 


Ineubation at 38°C for 8h. 
The tissue pulp employed was from different sources according 
to the method. 
Method of 
preparation 


Time of incubation (h) 24 48 72 96 120 


The Ist method 


Total glucuronic acid set 


free inthe ine. mix. (mpm) | 226 | 254 | 2.98 | 2.61) 2.18 


Time of keeping in ice 
chest (h) 


RheLendanetha | =. =. 
Glucuronic acid set free > 
in the ine. mix. (mgm) 2.06 | 2.12) 2.09) 1.41 


Time of keeping in ice 


1 
chest (h) £3 24 48 72 96 


The 3rd method 


Total glucuronic acid set 211 


free in the ine. mix. (mgm) 1.61 | 1.12 | 0.95 | 1.06 


Time of kneading (h) 4 liz 4: 2) 8 


Rheld thanounouls 1s ah SS eS Se SS 
Glucuronic acid set free 
(mgm) in the ine. mix. 


to learn which method gives the best result after the respective 
optimal time of extraction. The results are shown in table II. 
According to Table II, the yield by the first method was best, but 
as it was rather time-consuming, the writer chose the 3rd for 
practical purposes. 


B. Distribution of the enzyme among 
tissues of ox. 


The tissues were supplied from the slaughter house and the 
experiment was begun as quickly as possible after the animal had 
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TABLE IT. 


Method of preparation 


Duration of the 
initial extraction 


Total glucuronic acid 
set free in the incub. 


mixture (mgm) 


The ist method 72 2.84 
The 2nd method 24 2.54 
The 3rd method = 2.62 
The 4th method 1 2.61 


been killed. The enzyme solution was prepared by the third 
method but with modifications; namely, diatomaceous earth was 
employed in proportion of 2 gm. to 10 ee. of liquor, and the volumes 
of water for extraction of the first and second alcoholic pre- 
cipitates were altered in most cases to 4 (extraction water A) 
and 10/17 (extraction water B) volume respectively of the corres- 
ponding supernatant liquors in the preceding stages. As the ex- 
tractibility was found to vary from one kind of tissue to another, 
various durations for extraction were tried, such as 4, 24 and 
48 hours, as given intable III. The tissues used for the experiment 
were not from one and the same animal. Though the enzyme 
content of the same kind of tissue varies from one animal to an- 
other, as Masamune mentioned, yet a comparison of enzyme con- 
tent in different tissues can well be made from the maximal 
hydrolyis powers exhibited by their extracts. 


C. Distribution of the enzyme among tissues of dog. 


The organs were taken out after the dogs were bled through 
carotis. The enzyme solution was prepared similarly to the above 
but with the following modifications: 

In most cases, diatomaceous earth was used in the ratio of 
1.5 gm. to 10 ee. of the liquor, and the water in the final extraction 
was reduced to half the volume of the supernatant liquid in the 
preceding stage. As such organs of dog as brain, thyreoidea, 
suprarenal gland, ovary and uterus are not big enough to obtain 
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TaBLeE III. 
Tissue pulp : Pe Total glu- 
taken for Time of 5 Dilution of the curonic acid 
Organ pe ee extraction with) finalenzyme et tran au the 
of ox pts vin - ol chloroform solution with Baht sate 
gene water (h) | respect to tissue aap 
1 10 
9 17 0.0 
Blood 120 24 0.0 
48 3 0.0 
1 
Cerebrum a % 0.31 
(without 150 s 
hypophysis) 24 #4 0.27 
48 Ps 0.26 
at 
5 = 0.89 
Heart 90 24 iA 0.66 
48 * 0.14 
— 1 
ie s 0.1 
Skelet muscle 105 o4 0.0 
48 ns 0.0 
4 i 
60 =a fe 1.59 
Lipng 24 Z 1.25 
48 a 1.19 
4 = 
my = 0.46 
Pancreas 120 24 0.29 
48 3 0.24 
24 - 0.83 
Liver 150° 48 e 2.16 
72 5 1.28 
1 
120 2 » 1.99 
Spleen 24 5 3.10 
48 1.77 
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s 17 2.33 
Kidney 120 24 m 2.22 
48 33 1.63 
z. 2.32 
Mucosa” of the 2 eg ; 
third stomach 24 o 2.30 
48 s 1.50 
2) 1 
Mucosa” of = oii 2.16 
the fourth 105 “ 
stomach 24 a 1.89 
48 r 1.10 
= 0.00 
Mucosa” of 120 2 “ 
- smallintestine = 24 Ea 0.02 
48 0.02 
3 1 
Parotis nia 5 2.01 
(2 parotis 105 te 
were taken) 24 fe Lol 
48 a 1.30 
Testis” - - 0.48 
(2 testes were 120 2 
taken) 24 %, 2.64 
48 a 2.58 
Uterus “3 » 0.80 
(3 uterus were 90 2 
taken) 24 99° 0.72 
48 9 0.32 
Thymus” - ” | 3.66 
(2 thymus 90 < 
were taken) 24 a 2.68 
48 » 0.74 
1 
ream ” 4.60 
Ovary 0; 
(3 ovaries 48 | 10 = 8 seXtraction 
were taken) 24 a =I water ) 2.32 
die tae Ope 


2? x »” ( ” 
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| : 2) t : na | 
Thyreoidea 45 4 = x 2 ( “water ? 0.89 
8 thyreoideas | - 17 eis 
(48 gm) were 24 ee Ge Ses) 2.65 
taken) 48 a” a” ( 37 ) | 0.90 
1 3 
Suprarenal 84 a oo ee ee 3.21 
gland 2 2 
(10 s.g. were 24 ech Sek 2.67 
wn 48 eet Lot Uh | oa 
= 
Gl. submaxil- 13 
laris” a4 ae 0.119 
= 3 eee. pee 
39 30 
1. The specific gravity of tissue was assumed as 1. 
» 


2. Mucosa of the whole stomach or a part of the small intestine was 
washed under running water and scraped off with a scalpel. 

3. The testis was applied to extraction after being removed from 
epididymis and minced with the tunica fibrosa. 

4. Thymus which had not fallen into fatty degeneration was taken. 

Mucin contained in the chloroform water extract was removed by 

the addition of 30% acetic acid in proportion of 3ce. to 10ce. 

of the extract and the precipitate obtained by subsequent treatment 

with alcohol was extracted with water amounting to 1/6 volume of the 

supernatant liquid in the preceding stage. The final purification was 

omitted. 


a sufficient quantity of the enzyme solution, the amount of chloro- 
form water was increased to fourfold weight of the tissue (in brain, 
double weight) and the succeeding extractions water A and B 
(see above) increased to volumes equal to the supernatant liquids 
in the corresponding previous stages (extraction water A in case 
of brain was one half volume). The duration of the initial 
extraction was limited to those which gave the maximal yields 
from the corresponding ox tissues, because the extractability of 
enzyme from liver and spleen was proved not to alter with the 
species of animal (Table IV). 

Endoerine organs except pancreas decomposed the conjugated 
glucuronic acid to a relatively great extent, in spite of the high 
dilution of the enzyme solution. The extraordinary high content 
ot the spleen is noteworthy as in the case of ox (table V and VI). 
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TABLE IV. 


Dog 8 bodyweight 23 500 gm 


Weight of Totaleete 
Weight, tissue pulp Time of Dilution of oni . . id 
Tissue a taken for initial the solution | woe rite on 
Sindee preparation of| extraction with respect | a Pa ee. 
enzyme sol. h 46° ticsne. | “tes 
gm F mgm 
co * . ho BR a Oe eee ee 
Liver 55S 120 33 : 1.17 
= a | 
24 os | 1.30 
48. m5 1.11 
1 ‘eae 
Spleen 99 | 84 ess a 6.02 
24 ” | 8.64 
48 = 8.35 
TABLE V. 
Dog 8 bodyweight 16 250 gm 
fj ; : | Dilution of | Totol glu- 
Weight | Tissue pulp Time of | the final | curonic acid 
Oions | of taken for initial | rhein tf : 
8 organ | extraction | extraction |“. 2 = BO® [sh* T3ES es 
gm. gm. h wit respect the ine. mix. 
| to tissue mgm. 
4 os 1 1 
Kidney 52.5 40 9 | 56 0.41 
Liver 220 e 24 ” 0.47 
al { 
Pancreas 22.2 20 iat a 0.28 
Spleen 40.6 33 24 ea 5.63 
r+1 oY | 
Lung =165 40 3 o: 0.24 
Heart 135.1 5 oe = 0.13 
Stomach mucosa”! 178 £ a PA 0.04 
Testis he 24 24 “ 1.46 
/ 1 
Blood 40 9 5 0.02 
Suprarenal | 52.5 = 
elon 535 “5 4 5 | 0.216 
1) Mucosa of the whole stomach was scraped off by means of a scalpel 


after being washed under the tap water. 
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TABLE VI. 


Kidney 
Liver 
Pancreas 
Spleen 


Lung 
Heart 
Stomach mucosa” 


Blood 
Skelet muscle 
(m. pect. minor) 


Mucosa” of 
small intestine 


Thyreoidea 
Suprarenal 
gland 


Ovary 


Uterus 


Cerebrum 
(without 
hypophysis) 


Organ 
weight 
gm. 


79 


Tissue pulp 
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Dilution of | Total glu- 


taken for Time of the final |euronic acid 
initial : 
preparing extraction | CB27™me sol. set free in 
the enzyme ‘h with respect’ the ine. mix. 
sol. gm. to tissue mgm. 
| 

40 ; = | 0.48 

” 24 45 0.28 

29 = Re 0.35 

40 24 3 5.32 

3” - ” 0.99 

” 2 ” 0.09 

y ” 3 0.09 

” ” ” 0.07 

99 ” ry} 0.13 

Sed ” »” 0.25 

a ES} 24 5 0.35 

1 
2 = 5 0.31 
1.3 se . 0.20 
3.7 ” 2 0.06 
is 
40 | ” 2 0.02 


1) Mucosa of the whole stomach was washed an scraped off. 
Mucosa of the total jejunum and. ileum was taken as mentioned in 1. 


2) 


A few experiments were carried out to investigate whether 
or not this enzyme accompanies some heatstable coactivator, which 


may afford a limiting factor in various tissue extracts. 


For this 


purpose the decoction of the highly active enzyme extract from 
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spleen was prepared and added to the less active enzyme solution 
from kidney. But no argument to lead to the affirmation of the 
presence of such substance was observed. 

Thanks are due to Professor K. Kodama for criticisms and 
advice and to Assistant Prof. H. Masamune for direction during 
the course of this work. 
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ON THE MECHANISM OF ANAEROBIC 
DECOMPOSITION OF HEXOSEPHOSPHORIC ACIDS 
BY ANIMAL TISSUES. 


I. Introductory Remarks. 


By 


NOBORU ARIYAMA, 


(From the Department of Biochemistry, Niigata Medical College.) 
(Received for publication, June 29, 1934) 


According to Neuberg’s most prevailmg theory the anaero- 
bic glyeolysis is made up of the following series of changes: 
Glycogen— hexosephosphorie acid-free hexose methylglyoxal— 
lactic acid. The postulation of methylglyoxal as the catabolic 
precursor of lactic acid seems to correlate in an intelligible scheme 
many of the reactions of glycolysis. This theory of the inter- 
mediary production of methylglyoxal has, nevertheless, been built 
on the basis of the assumed analogy of the mechanism of the 
decomposition of hexosediphosphorie acid by coenzyme-free enzyme 
system with that of the natural glycolysis. The assumption in- 
volves questionable principles. Hexosediphosphorie acid is con- 
sidered to be rather a stabilisation product than a true inter- 
mediary in glycolysis, and the production of methylglyoxal has 
been restricted to the cases where the hexosediphosphoric acid is 
used exchisively as the substrate under non-physiological condi- 
tions. There is as yet no definite justification for the appearance 
of methylglyoxal in glycolysis in fresh muscle and other tissues. 

While we have engaged in the study of the decomposition of 
hexosephosphorie acids by the enzyme system of animal source, the 
production of methylglyoxal from hexosediphosphorie acid led us 
once to the assumption that methylglyoxal might be a real inter- 
mediary produet of glycolysis. Further studies in this line have 
suggested. however, that the mechanism of the production of 
methylglyoxal from hexosediphosphorie acid might not necessarily 


371 


372 N. Ariyama: 


be identical with that involved in natural glycolysis which takes 
place in fresh muscle. As judged by the results obtained in our 
experiments the methylglyoxal theory works fairly well only in 
the case of the decomposition of hexosediphosphorie acid by the 
enzyme system contained in autolyzed or dialyzed tissue-extracts. 

The enzyme preparations used are the coenzyme-free tissue- 
extracts of various animals. Autolysis is preferable to dialysis for 
this purpose. The muscle-extract warmed for 15 minutes at 60° 
serves also as a good source of the enzyme. The tissne-extracts 
treated in this manner lose both the activity of glyoxalse and also 
the ability to produce lactie acid from glycogen, but are still fully 
active in decomposing hexosediphosphorie acid’ The final product 
in this case is methylglyoxal; no lactic acid is formed and over 
90% of the dephosphorylated product is converted into methyl- 
glyoxal. No indications of the growth of bacteria are obtained 
under the conditions of the experiments. 

We have avoided the use of the fresh enzyme system for the 
following reasons. The slow velocity of the decomposition of 
hexosediphosphorie acid by fresh tissue-extracts necessitates the 
prolongation of experiments in order to carry out accurate chemical 
determinations of the reaction-products. When experiments last 
over 3 or 4 hours there begins a progressive decrease in the rate 
of lactie acid formation, and a gradual accumulation of methyl- 
glyoxal; this fact complicates conditions of the experiments. 

A typical condition of our experiments is represented below :— 


Autolyzed or dialyzed tissue-extract (1:4) Dd ce. 


Sodium hexosediphosphate 250 mg. 
Borax-boric acid buffer of pH 6.2-7.0 100 ee. 
Water to 250 ee. 


The mixture is incubated at 37° with sufficient amount of 
toluene to cover the surface. The rate of the decomposition of 
hexosediphosphorie acid is examined at intervals. 

The experimental steps leading up to the present conclusions 
are summarized below. The experimental data will be published 
in succession in this journal. 


Anaerobie Decomposition of Hexosephosphorie Acids. 373 


I. Action of co-enzyme of glycolytic enzyme system on 
decomposition of hexosediphosphoric acid by 
autolyzed tissue-extract. 

The enzyme system of the autolyzed tissue-extract functionates 
smoothly under the experimental conditions without the co-opera- 
tion of co-enzyme. The addition of co-enzyme (boiled juice of 
tissue) results only in the conversion of methylglyoxal into lactic 
acid, leaving other reactions, such as the liberation of inorganic 
phosphorie acid, unchanged. Hence, the addition of co-enzyme 
has no meaning other than supplying glutathione which is the 
specific co-enzyme of glyoxalase. 

Special attention should be paid to the action of magnesium 
and adenosinetriphosphorie acid which are considered to constitute 
the so-called Lohmann co-enzyme system of glycolysis in muscle 
tissue. Magnesium, which is the well-known activator of phos- 
phatase, accelerates the liberation of phosphoric acid at an early 
period but sometimes it shows later a tendency of inhibition. The 
most salient fact brought out by the addition of magnesium is the 
remarkably low yield of methylglyoxal without the simultaneous 
increase of the production of lactic acid. There is, at the same 
time, a distinetly greater accumulation of hexosemonophosphorie 
acid and free hexose in the presence of magnesium than in its 
absence. However, the increase of these substances is not large 
enough to account for the decrease of the yield of methylglyoxal. 
The inhibitory influence of magnesium on the production of 
methylglyoxal is already noticeable in the presence of such a small 
amount of MgCl. as 0.005%. We do not recommend, in this con- 
nection, the customary use of magnesium hexosediphosphate as 
the substrate in the study of the enzymic decomposition of this 
ester into lactic acid. The use of magnesium salt for this purpose 
may distort the true feature of the mechanism in appearance and 
may mislead us to the conclusion that hexosediphosphoric acid 
suffers mainly the simple hydrolysis of liberating inorganic phos- 
phorie acid with little formation of Cs3-compounds. 

Adenosinetriphosphorie acid behaves in a way similar to that 
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of magnesium. The simultaneous presence of magnesium and 
adenosinetriphosphorie acid shows also no accelerating effect on 
the decomposition of hexosediphosphoric acid, though it may 
inhibit the reaction. 

These findings, taken in conjunction with other facts that will 
me mentioned below, may be interpreted as suggesting that the 
mechanism of dissolution of hexosediphosphorie acid differs from 
that of natural glycolysis, at least with reference to the action of 
co-enzyme. 


II. Action of glutathione on decomposition 
of hexosediphosphoric acid. 


The theoretical possibility that methylglyoxal can exist in a 
large number of isomeric forms has created the assumption that 
the synthetic methylglyoxal might not be identical with the com- 
pound which appears in the natural glycolysis. Lohmann’s finding 
(1932) that glutathione exerts no effect on the natural glycolysis, 
while it activates glyoxalase to convert synthetic methylglyoxal 
into lactic acid, may be explained, if tried forcibly, by this assump- 
tion. However, Yamazoye (1933) pointed out that glutathione 
acted also as the co-enzyme of glyoxalase in converting the methyl- 
glyoxal formed from hexoesdiphosphoric acid into lactic acid. It 
should then be deduced from this finding that the methylglyoxal 
which is actually formed from hexosediphosphorie acid is not 
identical with the hypothetical, natural compound but resembles 
the synthetic one. In fact these two samples behave in the same 
way towards glyoxalase; there is no difference in the resistance 
against the enzyme. Thus, the fact that methylglyoxal is formed 
from hexosediphosphoric acid does not afford sufficient evidence for 
the assumption that there might be formed in natural glycolysis 
methylglyoxal of an isomeric form of the synthetic preparation. 


III. Action of arsenate and fluoride on decomposition 
of hexosediphosphoric acid. 
Arsenate and fluoride are known as activator and inhibitor 
of natural glycolysis. However, the action of the enzyme involved 
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in the autolyzed tissue-extract is not affected in the least by the 
presence of arsenate and arsenite at widely varying concentrations. 
The inhibitory effect of fluoride on dephosphorylation is noticed 
only at its relatively high concentration (m/50), the rate of the 
production of methylglyoxal being left unchanged. These observa- 
tions that arsenate and fluoride exert no noticeable influence on the 
dissolution of hexosediphosphorie acid into methylglyoxal, con- 
stitute an addition to the amount of evidence which has accumula- 
ted in favour of our hypothesis. 


IV. Decomposition of hexosemonophosphoric acids. 


Though the autolyzed tissue-extract possesses the enzyme 
necessary for the production of C3-compounds from hexosediphos- 
phorie acid, the hydrolysis of hexosemonophosphorie acids (the 
Robison, Embden and Neuberg esters) by this enzyme system 
is quite slow and restricted to the production of phosphoric acid 
and fermentable sugar; C3-compounds are not found with the 
exception of the case of muscle-tissue which produces methyl- 
glyoxal. The quantity of fermentable sugar produced covers 
over 90% of the value calculated from the degree of dephosphory- 
lation. The free hexose once formed is never converted into Cs3- 
compounds under any circumstances. The dephosphorylation of 
mono-esters is carried out most rapidly by the enzyme prepared 
from bone, next to which comes that of kidney. Hydrolysis by 
other tissues is very slight. There is no distinguishable difference 
in velocity of hydrolysis between the three mono-esters. 

We have found that on purifying by the Erdtman method 
(1928) kidney and bone extracts lose the ability to split off the 
di-ester into C3-compounds but they are capable of hydrolyzing the 
ester into inorganic phosphoric acid and free sugar. The amount 
of the fermentable sugar corresponds to almost 100% of the calculat- 
ed value. The free hexose once produced is not decomposed into 
C3-compounds by any tissue enzyme. Thus there has been actually 
demonstrated the presence of simple phosphatase for hexosephos- 
phorie acids in autolyzed tissue extracts. This simple phosphatase 
is also found in liver but in a smaller quantity; it is scanty in 
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muscle tissue. The result of the so-called supposition method shows 
that the simple phosphatase for mono-esters seems to be identical 
with that for the di-ester. 

It may be said with a fair degree of certainty that the biologi- 
cal mono-esters cannot be regarded as the true intermediary pro- 
ducts of the decomposition of the di-ester into C3-compounds. 
Even in muscle-tissue which forms methylglyoxal from mono-esters, 
they cannot be regarded as an intermediary products because of 
the low velocity of reaction. The appearance of mono-ester and 
free hexose may be better understood on the ground that they are 
products of a side reaction by the simple phosphatase. The action 
of magnesium of inhibiting the formation of methylglyoxal and 
of increasing the production of mono-ester and free hexose from 
hexosediphosphorie acid may be due partly to the activating effect 
of magnesium on simple phosphatase. Lohmann (1933) ex- 
pressed the view that the Embden ester might be the final product 
in the breakdown of hexosediphosphorie acid by dialyzed muscle 
extract in the presence of magnesium. 


V. Comparative study of the ability of animal 
tissues to produce methylglyoxal from 
hexosediphosphoric acid. 

All the tissues of an animal are provided: with the ability of 
producing methylglyoxal from hexoesdiphosphorie acid, regardless 
of the great variations in the mechanism of glycolysis. Muscle, 
which produces lactic acid from elyecogen; brain, which forms 
lactic acid mainly from glucose without phosphorylation; liver, 
which has been recently considered by several investigators not 
to make lactic acid both from glycogen and glucose; bone, which 
has no direct relation to the formation of lactic acid; all these 
and other tissues decompose hexosediphosphorie acid into methyl- 
glyoxal with nearly the same intensity. If the course of the break- 
down of hexosediphosphorie acid is the same as that of natural 
glycolysis, this is a phenomenon which cannot by any means 
be explained clearly. Incidentally, the conditions of life of the 
animal have also no influence upon the content of the enzyme in 
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the tissues; for instance, even long starvation does not affect the 
activity of the enzyme system. 


VI. Distribution of glyoxalase in animal tissues, 


The last point to be discussed is the distribution of glyoxalase 
in tissues. The fact that glyoxalase is distributed widely in almost 
all the tissues has been considered to be the strong, indirect proof 
for the assumption that lactic acid is derived directly from methyl- 
glyoxal. 

It is an incomprehensible phenomenon that glyoxalase content 
is high in liver which is not a typical tissue in lactic acid produc- 
tion, while it is low in muscle which is the most active tissue in 
forming lactic acid. This variation in the distribution of gly- 
oxalase in tissues cannot be explained simply by the difference in 
the co-enzyme content of the tissues; the absolute quantity of the 
enzyme itself varies too. It is worth while, we think, to discuss 
anew why the distribution of this enzyme in tissues does not run 
parallel with its activity in producing lactic acid from glycogen. 


DISCUSSION. 


There is no doubt whatever about the appearance of methy]l- 
elyoxal as an intermediary product in the course of the breakdown 
of hexosediphosphoric acid into lactic acid by the autolyzed tissue 
enzyme and glutathione. However, one should not be hasty in con- 
eluding that the enzyme system activated by co-enzyme becomes 
identical with the fresh system in respect to the mechanism of 
producing lactic acid. A review of the facts so far brought out in 
our experiments indicates that it is unjustifiable to fit the mecha- 
nism of this reaction directly into the natural glycolysis. 

It must be recalled here that a large body of evidence sub- 
sequently collected in the studies on natural glycolysis is also 
against the methylglyoxal theory. The investigation of Embden 
and his co-workers gave particularly considerable insight into 
the intermediary metabolism of carbohydrate. They (1933) denied 
the intermediary occurrence of methylglyoxal and postulated an- 
other link in the chain of the glycolytic reactions which begin 
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with the decomposition of hexosediphosphoric acid into 2 molecules 
of triosemonophosphorie acid, followed by a series of reactions; 
the dismutation between these esters with the formation of phos- 
phoglyceric acid and glycerolphosphoric acid, the dephosphoryla- 
tion of the phosphoglyceric acid into pyruvic acid, and finally the 
oxido-reductive interaction between glycerolphosphoric acid and 
pyruvic acid with the production of troisephosphoric acid and 
lactic acid. This new theory was fully substantiated by Meyerhof 
(1933), Meyerhof and Kiessling (1933 i, ii and iii), Meyerhof 
and Me EKachern(1933), and Meyerhof and Lohmann(1934 
i, 11). However, it has unfortunately been impossible to isolate 
hexosediphosphorie acid which is the starting material of the 
Embden theory, in fresh tissues. The production of the di-ester 
was observed only under special conditions such as in the presence 
of sodium fluoride (Embden and Zimmermann, 1924) and 
monoiodoacetic acid (Lundsgaard, 1930). 

There are several theories that affirm the production of 
methylglyoxal but not in the manner of Neuberg. Euler and 
Nilsson(1930) and Nilsson(1933) postulated the decomposition 
of hexosemonophosphoric acid into methylglyoxal hydrate and 
glyceraldehyde-monophosphorie acid. Ohle’s theory (1931) on 
glycolysis involved the production of triosephosphorie acids as the 
precursors of methylglyoxal. The new hypothesis of Barren- 
scheen (1933) is a compromise between the methylglyoxal theory 
and the hypothesis of Embden. He held to the view that methyl- 
glyoxal is the true intermediary product, and interpreted phos- 
phoglyceric acid and glycerolphosphoric acid as_ stabilisation 
products. Ashford (1933) concluded from the results of experi- 
ments with fresh brain tissue that there was little doubt of the 
occurrence of methylglyoxal in some stage of elyeolysis, but 
hexosedi- and monophosphorie acids might not necessarily be de- 
composed through the stage of free hexose. 

The recent investigations carried out in Neubere’s labora- 
tory on the lines now current are as follows. Neuberg and Kobel 
(1938 i), and Kobel and Neuberg (1934) demonstrated the 
conversion of phosphoglyceric acid into pyruvie acid, and the pro- 
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duction of triose-like substance from hexosediphosphoric acid by 
the action of yeast in the presence of toluene. Neuberg and 
Kobel (1933, ii) found also the change of glyceraldehyde-phos- 
phoric acid into phosphoglyceric acid by yeast. However, Kobel 
and Collatz (1934) failed to produce a sufficient amount of 
methylglyoxal and lactic acid from glyceraldehyde-phosphorie acid 
by yeast. Auhagen and Auhagen (1934) suggested the possi- 
bility that glycolysis might take place along two paths, the one 
through triosephosphorie acid and the other through methy]l- 
glyoxal. Kobel and Neuberg (1934) considered that the ap- 
pearance of triosephosphoric acid in glycolysis was still open to 
criticism on several grounds. 

Thus it is now clear that the methylglyoxal theory, at least 
as it stands, is not tenable according to the latest development of 
our conception of glycolysis and of the decomposition of hexose- 
phosphates. We will not go so far, however, to deny absolutely 
the occurrence of methylglyoxal in natural glycolysis. The energe- 
tic production of methylglyoxal from hexosediphosphorie acid, and 
the extensive presence of glyoxalase in tissues seem to suggest 
specific function which gives this catalyst a position of some meta- 
bolic importance. Whatever the mechanism and magnitude of the 
production of methylglyoxal from hexosediphosphoric acid may 
be, methylglyoxal, though it does not serve any more as the key 
substance of glycolysis, might possibly be formed in vivo under 
certain conditions. Lundsgaard (1930), and Barrenscheen 
and his associates (1931) detected methylglyoxal in fresh muscle- 
tissue of monoiodoacetate-poisoned animals. Case and Cook 
(1931) claimed that they isolated methylglyoxal’ directly from 
fresh muscle of rabbits and frogs, but the experimental conditions 
were not sufficiently physiological to provide definite evidence for 
the production of methylglyoxal in the natural glycolysis. The 
hypothesis of Meyerhof and Lohmann (1934,i) on the oecur- 
rence of methylglyoxal is very suggestive in this respect. They 
postulated that the appearance of methylglyoxal in the coenzyme- 
free glycolytic system might be due to the interruption of gly- 
colysis at the triosephosphorie acid stage which might easily be 
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converted into methylglyoxal even by the mildest chemical actions. 


SUMMARY. 


Evidence has been submitted to show that the mechanism of 
the decomposition of hexosediphosphorie acid into C3-compounds 
by coenzyme-free tissue enzyme is not identical in many points 
with that of natural glycolysis. This, coupled with the evidence 
given in recent literature, seems to furnish evidence, so far as 
methylglyoxal as the main intermediary in glycolysis is concerned, 
of the flimsy basis of the prevailing theory. 
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I. IntTropuctTion. 


Since Burian and Schur (1900; 1901; 1903) pointed out 
the fact that the purine bodies in urine originated partly from 
the food ingested (exogenous purines), and partly from the de- 
composition of nucleins in cell nucleus (endogenous purines), a 
number of papers on purine metabolism have been reported. On 
the effect of adrenalin upon the endogenous purine excretion, 
Falta (1914) stated that the allantoine output was increased re- 
markably in dog by injecting 3cem of 1% adrenalin three times 
a day, and that this increased output might be due to either the 
leucolytosis which occurred after the adrenalin injection or to the 
effect of adrenalin on purine metabolism by its stimulation upon 
the sympathetic nervous systems. Michaelis (1913) reported 
that the total-N, uric acid and allantoine excretions were increased 
remarkably by the diabetic puncture in rabbits, and that the purine 
metabolism in the liver might also be controlled by this center. 
Pohl (1917), Strausky and Yanagawa (1923) obtained almost 
the same results in dogs as those described by Michaelis. But 
these experiments not.only have a defect in the diet used for the 
feeding, but also in the method of allantoine estimation. 

Now, I have re-examined the problem, paying attention to the 
feeding and to the method. 


Il. EXPERIMENTAL ANIMALS AND FEEDING. 


Male rabbits, weighing from 2000 to 2500 gm. were employed 
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for the present work. All of them were fed for some ten days 
with a definite amount of purine poor diet (bean-curd refuse 
70 gm., carrots 40 gm., Komatsuna, a sort of green vegetable, 50 gm. 
per kilo daily) in metabolic cages. It was proved that these diets 
were almost free from purine bodies. 


Ill. ExprertmentaL Mrrnops. 


The 24 days urine collected in a bottle and added with toluene 
was used for the determinations. Kjeldahl’s method for deter- 
mination of the total nitrogen, Benedict and Franke’s method 
(1922) for the uric acid, and Larson’s method (1932) for the 
allantoine were employed. 


IV. ReEsuutTs oF THE EXPERIMENTS. 


After the determination of total-N, uric acid and allantoine 
outputs in the urine were carried out for 3 days, 0.15 cem of 1% 
adrenalin (Sankyo) was injected subcutaneously, and the same 
determinations were repeated again for 3 days. As the experi- 
ments in ten cases showed the same results, only three Tables are 
given. 


TABLE I. 
Rabbit No. 1. Body Wt. 2120 gm. 


Avat-of /Bpecifie|, Totale |. Uric, |-Allan-~ |... Urie{.ARan-<|, (708 


Date ‘ A A ; és : lytie 
Urine Ee N Acid toine | Acid-N | toine-N Tiida 
cem | gm. mg. mg. mg. mg. 

1/X 132 1.010 | 1.3364 4.32 133.4 1.44 |. 47.8 97.0 

2 140 1.008 | 1.2788 2.68 128.8 0.89 465.6 98.0 

3 130 1.010 | 1.3057 4.10 129.6 1.36 | 45.9 97.1 


Average 134 1.009 | 1.3061 3.70 130.6 1.23 46.2 97.4 


145 1.017 .| 1.4748 | 25.23 213.6 8.41 75.7 90.0 
5 167 1.008 | 1.1488 2.10 157.0 0.70 55.6 98.7 
152 | 1.010 1.0136 1.92 169.2 0.64 60.0 98.9 


Remarks: At 8 o'clock a.m. on 3/X 1933, 0.15 cem. of Adrenalin chloride 
was injected substaneously. The urines were free from albumin and sugar. 
The rabbits were catheterised at 8 o’clock every morning throughout the 
experiment. 
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TasLeE II. 
Rabbit No. 2. Body Wt. 2280 gm. 


| | z 
Amt. of| Specific] Total- | Urie | Allan-| Uric! Allan- | Ute? 


Date Urine |Gravity N Acid toine Acid-N | toine-N | hag 
ecm. gm. mg. mg. mg. | mg. 
11/X 125 1.014 1.3007 5.35 141.4 1.78 {| 50.1 96.5 
#2 137 1.014 1.4866 4.64 134.4 155 | 47.6 | 96.8 
13 130 | 1.014 1.3225 4.25 135.8 141 | 48.1 97.1 
Average 131 1014 1.3699 4.73 137.2 1.58 48.6 96.8 
14 116 1.016 1.7013 16.35 233.6 5.45 | 82.8 93.8 
15 170 | 1.014 | 1.4576| 12.54 | 130.2 | 418 |» 461 | 91.6 
16 120 1.016 1.3651 4.56 183.3 1:52 | 65.0 97.7 


| 
1 


Remarks: At 8 o'clock a.m. on 13/X, 0.15 eem. of Adrenalin was injected 
subeutaneously. No albumin and sugar in the urines. 


TaBLE III. 
Rabbit No. 5. Body Wt. 2430 gm. 


Date Amt. of | Specific] Total- | Urie | Allan- | Urie | Allan- Urico- 


Urine |Gravity N Acid | toine | Acid-N | toine-N lytic 
Index 
cem. gm. mg. mes J) me, mg. 

4/XI 95 1.019 | 1.2191 6.08 198.2 2.02 70.3 97.1 

5 140 1.014 1.4553 5.43 179:3° -1L8f 42.4 95.9 

6 110 10RS) 4) 3273 | 5168 154.2 1,59 54.7 96.6 
a CRNA ae 

Average 115 E016 | 2:3339-) 5.73 157.4 1.91 55.8 96.5 


130 1.015 | 1.7593 | 17.42 250.8 | 5.80 88.9 93.8 
178 1.013 | 1.8661 | 13.71 146.1 | 4.57 51.8 91.8 
9 115 1.016 | 1.4113; 3.19 183.0 1.06 64.8 98.3 


Remarks: At 8 o'clock a.m. on 6/XI, 0.15 eem of Adrenalin chloride was 
injected subeutaneously. No albumin and sugar in the urines. 


As is seen in Table I-III, both the allantoine and the urie acid 
outputs are clearly increased the first day after the adrenalin 
injection. On the contrary, the uricolytic index is somewhat de- 
creased. 
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V. CoNCLUSIONS. 


1. The total nitrogen outputs are somewhat incerased in the 
adrenalin rabbits. 

2. The allantoine and the urie acid outputs in the urines 
of the adrenalin rabbits are remarkably increased. 

3. The uricolytic index is somewhat decreased. 
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I. Intrropuction. 


Since Kossel (1881; 1882; 1884; 1886; 1888) and Miescher 
(1874) stated the facts that the urie acid in urine must have 
originated from the constituents of cell nucleus of animal body and 
from the nucleic substances preformed in the food to be taken, and 
that it had no relation to the general protein metabolism, manifold 
investigations upon the nuclein metabolism and the uric acid and 
allantoine excretions have appeared. On the effect of nucleic acid 
upon the uric acid excretion, Horbacyeuski (1889; 1891) stated 
that the increased output of uric acid is not due to the nucleins 
in the ingested food but to the leucocytosis which occurs after 
nuclein rich diet ingestion. Weintrand (1895) found that the 
urie acid output in the urine was remarkably increased in human 
beings after the ingestion of thymus, pancreas, or liver. Burian 
and Schur (1900; 1901; 1903; 1905; 1906) stated that 50% of 
the purine bodies in liver, spleen, beef, mutton, or smoked meat 
ingested appeared as uric acid in the urines, Frank and Schitten- 
helm (1909) gave a definite amount of the thymus nucleate of 
three men. and found that 5%, 10% and 40% of the purines con- 
tained in the nucleate were excreted in their urine as uric acid. 
Hirokawa (1910) stated that the urie acid and the allantoine 
excretions were increased by the administration of the tissues, rich 
in nucleins, nucleins, nucleic acid and purine bodies. Ewald 
(1913) investigated the effect of thymus or yeast nucleate admin- 
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istration upon the urie acid and allantoine outputs in the urines 
of dogs, and clearly proved that it led to the increase of their 
excretion. Pohl (1917) and Rother (1921) also reported that 
the subcutaneous administration of yeast nucleate to rabbits gave 
rise to an increase of both the urie acid and allantoine excretions. 
As is cited above, the experiments which are performed giving the 
veast nucleate to rabbits are still few. Moreover, the methods for 
determination of allantoine employed by the above-mentioned 
authors are inaccurate. For this reason, I have investigated the 
effect of yeast nucleate administration upon the uric acid and the 
allantoine excretions in rabbits. Especially Larson’s most ac- 
curate method (1932) is used for determination of the allantoine 
in the present work. 


JI.. ExprerrMEntvau. 


Experimental animals, the mode of feeding and of collection 
of the urine, and the methods of determination are quite the same 
as those stated in the previous paper. The yeast sodium nucleate 
(Merek) was administered to the rabbits orally or intravenously. 

The total nitrogen, urie acid, and allantoine outputs of four 
rabbits were determined for three days, and the next early morn- 
ing 1.0 gm., 1.5 gm., 2.0 gm., and 2.5 gm. of the yeast nucleate was 
given orally with the diet to each rabbit respectively, and the same 
determinations were repeated successively for four days. After 
that, these determinations were also carried out for four days after 
0.06 gm., 0.08 gm., 0.02 gm., and 0.05 em. of the nucleate dissolved 
in each 30 cem. of water was injected intravenously to each rabbit. 
respectively. | 

The results are shown in Tables I, Il, III and IV. 

As is seen in Tables I-IV, both the uric acid and the allantoine 
excretions are increased markedly by means of oral and intravenous 
administrations of the yeast nucleate, while the total nitrogen 
does not show any remarkable change. The uricolytie index. is 
somewhat decreased. 
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III. Concuvusions. 


1. When a definite amount of the yeast nucleate is given 
orally to rabbits, both the uric acid and the allantoine excretions 
in the urines are increased remarkably. 

2. Just the same results as mentioned above are obtainable 
by injecting the nucleate to rabbits. 
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STUDIES IN EXPERIMENTAL SCURVY. 


XXIII. On the Amounts of Acetone Bodies in the Blood 
of Guinea Pigs Fed on a Vitamin C Free Diet. 


By 
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(From the Laboratory of Biological Chemistry, Tokyo Jikei-Kwai 
Medical College, Tokyo. Director: Prof. T. Nagayama.) 


(Received for Publication, June 30, 1934) 


TI. Inrropuction. 


It is a well known fact that a small amount of acetone bodies 
such as acetone, acetoacetic acid and f-oxybutylic acid appear in 
the normal urine, and that they are always increased in conditions 
of faulty fat metabolism which can be related to faulty carbo- 
hydrate metabolism. In addition to the fatty acids there is another 
potential source of acetone bodies, namely, the amino acids, leucine, 
tyrosine, and phenylalanine. The fat metabolism of the guinea 
pigs fed on a diet deprived of vitamin C has been studied by 
many investigators. Nagayvama and Tagaya (1929) found that 
the unsaponifiable substances are markedly decreased in the 
suprarenal glands of the scorbutic guinea pigs, and the decrease 
is chiefly due to a decrease of cholesterol (Igarashi, 1929). It is 
proved that an increase of fat in the blood takes place through the 
scorbutie period (Collazo and Basch, 1924; Fukuda, 1929; 
Ohata, 1932). The cholesterol content in the blood is also de- 
creased at the end period of scurvy (Collazo and Basch, 1924; 
Ohata, 1932). Thus, Ohata (1932) has concluded that some 
disturbances of the fat metabolism may oceur in the scorbutic 
animals. 

Now, | have determined the amounts of acetone bodies in the 
blood of guinea pigs fed on a vitamin C free diet. 
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II. Marerrau FoR THE EXPERIMENT. 


Male guinea pigs, weighing about 500 gm. were used for thie 
present experiment. These animals were reared with Sherman's 
vitamin C free diet as base. To the control and scorbutie animals, 
fresh or boiled radish juice was given respectively. Under these 
rations, the latter showed scorbutie symptoms after 2 or 3 weeks. 


II. ExprertMentan PRocepvures. 

1. Blood Drawing. 

Arterial blood was drawn two or three times every other five 
to six days in normal and scorbutic periods by means of the heart 
puncture. The blood was inhibited from its clotting by potassium 
oxalate. 

2. Expermmental Methods. 

In the present experiment we employed Takahata-Kume’s 
method (1926) for determination of the acetone bodies of the 
blood. 


IV. EXprerIMENTAL RESULTs. 


1. The Effect of Repeated Blood-Drawing from the Heart 
upon the Amount of the Acetone Bodies in the 
Blood of Normal Guinea Pigs. 

We have examined the effect of repeated drawing of each 
2.5 cem of the blood from the heart upon the amounts of the acetone ~ 
bodies in the blood of normal guinea pigs. The blood was drawn 
from the heart six to seven times every other five to six days, and 
the amount of the acetone bodies in the blood were determined. 
The results are shown in Table I. 

As is seen in Table I, it has been proved that the amounts of 
the acetone bodies in the blood are not influenced by these mani- 
pulations.. The content of acetone, acetoacetic acid and f-oxybutyliec 
acid in the blood is 1.77 mg/dl, 11.32 mg/dl, and 7.25 mg/dl on 
an average respectively. These acetone body coutents in the blood 
fluctuate to a certain extent according to individuality of euinea 
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TasLE I, 


The Amount of Acetone Bodies in the Blood of Normal Guinea Pigs. 
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Acetoacetic | B-oxybutylic 


No. of Date | Body Wt. Acetone : 
animal | acid 
gm. mg/dl mg/dl 
12/X 490 1.68 7.87 
18 480 1.24 11.64 
23 24 470 2.38 11.59 
29 460 1.35 10.20 
8/XI 460 1.02 16.22 
8 485 2.01 15.01 
25/XK 505 1.58 7.72 
31 510 1.22 10.15 
24 5/XI 475 2.19 12.79 
10 505 2.56 * Toad 
15 490 2.00 13.11 
20 505 1.95 15.11 
9/X 560 1.88 8.07 
14 505 1.08 7.09 
19 500 2.12 9.03 
26 24 540 1.26 6.55 
29 540 2.02 10.21 
3/XI 555 1.86 8.96 
8 | 555 1.76 9.68 
25/X 550 1.29 15.16 
30 545 2.58 15.55 
29 4/XI 545 2.59 15.38 
9 555 2.40 17.13 
13 565 1.02 13.56 
18 555 1.12 18.96 


mg/dl 


acid 


5.64 
8.42 
7.10 
7.43 
7.80 
8.65 


5.83 
9.14 
9.68 
7.68 
7.92 
6.92 


6.37 
5.63 
6.25 
5.23 
4.95 
6.23 
5.62 


8.34 
7.15 
8.77 
9.83 
7.05 
8.25 


pigs. The average difference between maximum and minimum 
values of each animal and the total average value of the acetone 
in the blood of normal guinea pigs is +36.7% and —38.6% respec- 
tively, while it is +21.4% and —27.6% in the acetoacetic acid, 
and +17.5% and —27.6% in the f-oxybutylic acid. It is to be 
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considered, therefore, as a real difference when the rates of in- 
crease and decrease of these acetone body contents in the blood of 
scorbutie animals become larger than those of the normal ones. 


2. On the Amount of Acetone Bodies in the 
Blood of Scorbutic Guinea Pigs. 


The amounts of acetone bodies in the blood of nine scorbutic 
guinea pigs were determined. 

The results are shown in Table II. 

As is seen in Table II, the acetone content in the blood is 
increased at the end of the scorbutie period in No. 1, 2, 4, 5, 10, 
and 11 of the guinea pigs, while it remains unchanged in No. 7 
and 8. No. 10 shows first an increase and then a decrease. 

The acetoacetic acid is increased remarkably at the end of the 
scorbutic period in No. 1, 2, 4, 5, 7, and 11, while it is slightly 
decreased in No. 8 and 15, showing an increase at the middle period 
of the scurvy. It is decreased in No. 10 without showing any 
increase. 

The $-oxybutylie acid content in the blood at the end of the 
scorbutie period in No. 1, 2, 4, 5, 7 and 11 is also increased to two 
or three times that of the control period, while in No. 8 and 1d 
it is increased at the middle stage of the scurvy, and then decreased. 

As will be seen from the results above mentioned, the increase 
and the decrease of the f-oxybutylic acid and the acetoacetic acid 
run parallel. The acetone content, however, remains unchanged 
in some cases. , 


3. The Amounts of the Acetone Bodies in the Blood 
of Partially Inanitiated Guinea Pigs. 


The acetone bodies in the blood of the scorbutie animals, which 
did not take a sufficient amount of food at the end period of the 
scurvy, were generally decreased (Table IIL), while those of the 
animals which maintained a pretty good appetite till the end of the 
scorbutic period were always increased, as is shown in Table IV. 
Even in the former cases, the animals generally showed an increase 
of the acetone bodies in the blood before their appetites became 
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TaBLE II. 
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The Amount of Acetone Bodies in the Blood of Scorbutic Guinea Pigs. 


No. of 
animal 


10 


11 


Seorbutic Body Aceto- |f-oxybutylic 
Date Day Wt. Acetone acetic acid acid 
gm. mg/dl mg/dl mg/dl 

normal 2.11 14.16 7.62 

7/X 5 485 4.02 16.22 7.80 
13 11 445 2.05 11.23 7.84 
18 16 455 2.98 15.20 7.43 
23 21 365 3.04 20.71 14.77 
normal 1.81 14.68 8.15 
18/X 5 445 1.39 10.32 8.31 
23 10 430 1.89 19.65 9.61 
28 16 345 2.13 21.35 13 25 
normal 1.96 17.19 9.94 
18/X 4 540 1.14 16.07 8.64 
13 9 525 3.99 11.29 6.21 
29 15 375 4.77 (82.14 23.94 
normal 1.60 15.08 11.86 
18/X 5 430 1.58 16.52 12.31 
23 10 415 3.66 14.69 14.52 
29 16 355 2.88 24.69 23.69 
normal 1.58 14.34 13.24 
19/X 3 415 peste 13.28 13.92 
25 9 365 1.56 18.10 16.84 
31 15 345 1.66 19.63 24.49 
normal 1.46 10.80 13.24 
25/X 6 510 2.07 8.47 11.08 
30 11 425 1.42 16.62 39.00 
6/XI 18 335 1.06 5.13 7.60 
normal 1.43 15.68 8.16 
8/XI 6 495 1.46 14.36 8.08 
13 11 470 2.66 15.86 9.66 
18 16 350 3.04 8.83 8.75 
normal 1.68 13.17 8.01 
25/X 6 535 1.39 7.78 9.06 
30 ait 480 1.96 13.42 13.21 
5/XI 17 340 2,32 41.04 33.17 
normal | 1.81 12.96 6.99 
16/XI 7 595 1.89 10.77 8.59 
22 13 575 3.91 19.57 11.80 
27 18 470 3.13 11.00 6.18 
2/XII 23 390 1.01 8.63 2.74 
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TaBLe IIT. 
No. 8 


The Amount of the Acetone Bodies in the Blood of the Scorbutic Guinea 
Pigs of which the appetite decreased at the end period. 


pate | Baty | , Diet. | Acotone | Acctncetis | 8-oxrbt-| nemarks 
=e gm. gm. mg/dl mg/dl mg/dl 
&|13/x | 530 25 1.84 11.85 13.54 
a | 14 525 16 
2 15 520 26 
3 | 16 510 27 
seer 510 20 
18 500 25 
19 520 26 1.70 9.75 12.93 
20 520 29 
21 520 26 
22 520 25 
23 510 27 
24 515 24 
25 510 20 2.07 8.47 11.08 
Z| 26 505 18 
‘E | 27 480 18 
| 28 465 14 
£29 450 15 
i: 30 425 17 1.42 16.62 39.00 [Diarrhoea 
oc A 410 23 d 
1/XI | 395 25 Bloody 
2 375 10 , faeces 
3 370 9 
4 350 5 
5 350 1 
6 335 hep 1.06 5.13 7.60 


bad. The decrease of the amount of the acetone bodies in the 
blood at the end of the scorbutie period seems to be closely related 
to a decrease of the food intake, although only one case of nine 
shows an increase in spite of the loss of appetite. There are some 
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TABLE IV. 
No. 5 
The Amount of the Acetone Bodies in the Blood of the Scorbutic Guinea 
Pigs which maintained a pretty good appetite till the end period. 


Acetoacetic | B-oxybuty- 


oe soo seated Acetone acid lic acid Remarks 
gm. gm. | mg/dl mg/dl mg/dl 
6/X} 540 20 2.01 13.69 12.91 
3 7 525 25 
3 525 20 
3 9 515 17 
el 10 510 16 
ho 8 500 12 1.19 16.47 10.81 
12 500 18 
13 480 15 
14 465 10 
15 460 20 
16 455 18 
17 440 16 
18 430 16 1.58 16.52 12.31 
os 19 435 24 
z 20 430 30 
ee aa 425 19 
= eee 4:0 20 
% | 23 415 18 3.66 14.69 14.52 
Bl 4 415 29 
25 405 14 
26 405 23 Diarrhoea 
27 395 19 ee 
28 380 15 =| 
29 355 14 |" 2.88 24.69 23.69 


reports on the effect of an absolute inanition upon the excretion 
of the acetone bodies in various animals. It has been stated that 
a remarkable ketosis will take place in man, dogs and pigs from 
fasting, while the acetone bodies output in such herbivorous 
animals as goats and rabbits is decreased (Oppenheimer, 1922; 
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Stroebe, 1931; Shibata, 1933). 

For this reason, we have performed a series of experiments 
on the effect of partial inanition upon the acetone bodies contents 
in the blood of normal guinea pigs. Four normal guinea pigs were 
fed on a sufficient amount of Sherman’s basal diet and fresh 
radish juice for about 2 weeks, and then the animals were partially 
inanitiated. The acetone bodies in the blood were determined five 
or six times throughout the period. 


TABLE V. 


The Amount of Acetone Bodies in the Blood at the Normal and 
Inanitiated Periods in Guinea Pig. 


pats” | Body we. |/",,Diet,, "| acetone’ [Restaactlie! (-oxybuirite 
gm. gm. mg/dl mg/dl mg/dl 

26/X 520 16 1.78 Se See 8.84 

27 515 22 

28 505 28 

29 505 25 

30 500 26 

31 490 24 2.09 11.37 14.39 

1/XI 490 23 

2 500 20 

3 485 18 

4 470 24 

5 460 24 1.19 11.83 16.81 

6 470 25 

7 460 24 

8 440 17 | | 

9 405 10 

10 400 8 2.82 12.31 14:32 

11 385 14 

12 370 9 

13 355 8 | 

14 350 5 

15 340 5 1.62obteg) BIS 4.51 
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Only one out of five cases is shown in Table V. 

According to the results of these experiments, it was proved 
that both the acetoacetic acid and the #-oxybutylic acid were 
always decreased as soon as the animals were partially inanitiated. 
On the contrary, the acetone content remained almost unchanged 
in some inanitiated guinea pigs. 

It will be summarised that the acetone bodies in the blood of 
the scorbutiec guinea pigs are decreased unless their appetite is 
affected. 

It is a well known fact that the disturbance of intermediary 
metabolism of the fats, in general, follows that of the carbohydrate 
metabolism. We can find in literature, however, only one case in 
which the acetone bodies in the blood are increased without preced- 
ing faulty carbohydrate metabolism; i.e, Nakano (1925) has 
stated that the case may be hyperthyroidism and due to a re- 
markable decomposition of proteins and fats in the animal body. 

As it has already been proved that the carbohydrate meta- 
bolism of the scorbutic guinea pigs remains intact (Nagayama, 
Machida and Takeda, 1928; Koga, 1930; Shimada, 1934 in 
our laboratory), it has to be coneluded, therefore, that the inter- 
mediary metabolims of fats in experimental scurvy is disturbed 
without showing any relation to the carbohydrate metabolism. But 
it ig not obvious whether the increase of the acetone bodies in the 
blood of the scorbutic animals will be due to an accelerated 
splitting of proteins andfats as Nakano stated or to some distur- 
bance of further decomposition of these acetone bodies. 


V. CoNncLusions. 


1. The acetone bodies such as the acetone, acetoacetie acid 
and $-oxybutylic acid in the blood of the scorbutie guinea pigs are 
determined. . 

2. The acetone content remains unchanged or it is somewhat 
increased. 

3. The acetoacetic acid also is increased, and its rate becomes 
remarkable in proportion to the severity of the scurvy. 

4. The f-oxybutylie acid is increased remarkably at the end 
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of the scorbutie period, and the rate of the increase is greater than 
that of the acetoacetic acid. 

5. There are some guinea pigs of which the acetone bodies 
are decreased at the end of the scorbutie period. It seems, how- 
ever, to be due to the partial inanition which accompanies the 
disease. 

6. It is of mterest that the increase of these acetone bodies 
in the blood of the scorbutie guinea pigs occurs without faulty 
carbohydrate metabolism. 
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EXPERIMENTELLE UNTERSUCHUNGEN UBER DIE 
BEZIEHUNGEN ZWISCHEN AVERTIN 
UND LEBERFUNKTION. 


Von 


TATSUO KOBAYASHI. 


(Aus der II medizinischen Klinik der kaiserlichen Universitat zu Sapporo. 
Vorstand: Prof. Dr. 8S. Nakagawa.) 


(Hingegangen am 5. Juli 1934) 


td 


I. EINueirune. 


Die Beziehungen zwischen Narkotika und Leberfunktion sind 
vielfach untersucht worden. Es legen uns zahlreiche Angaben 
dariiber vor, dass Narketika, wie Chloroform und Ather auf die 
Leberfunktionen sehr giftig einwirken. Und dieser giftigen 
Wirkung auf die Leber wird zum Teil der sogenannte Narkosentod 
zugeschrieben. Trotz dieser bekannten Giftwirkung der ll- 
gemeinen Narkotika auf die Leber ist noch nicht genau untersucht 
worden, ob das neuerdings in klinische Anwendung gebrachte 
Avertin wirklich auf die Leberfunktionen giftig einwirken kénne. 
Wie ich aus der diesbeziiglichen Literatur ersehe, wird zur Zeit 
der Schluss gezogen, dass das Avertin keinen giftigen Einfluss 
auf die Leber ausiiben konne, da bei der klinischen Anwendung 
weder Ikterus noch eine Zunahme des Blutbilirubins beobachtet 
worden sind. Hs ist sogar hervorgehoben worden, dass es wegen 
dieser Ungiftigkeit gerade zur klinischen Anwendung zu empfehlen 
sei. Ich habe mir deswegen auf Veranlassung von Herrn Prof. 
Nakagawa die Aufgabe gestellt, die Beziehungen zwischen 
Avertin und Leberfunktionen erstens vom Standpunkte der Gallen- 
sekretion aus und zweitens in bezug auf den Kohlehydratstoff- 
wechsels zu beobachten. 


IJ. Einruuss 458 AVERTINNARKOSE AUF DIE GALLE, 
INSBESONDERE GALLENSAURESEKRETION. 


Was die Beziehungen zwischen Avertinnarkose und Gallen- 
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sekretion anbetrifft, so hat Stransky (1929) als erster, soweit ich 
die Literatur durchsehen konnte, nachgewiesen, dass das Avertin 
beim Hunde eine sehr kraftige Cholerese hervorruft, waihrend die 
Gallensekretion beim Kaninchen gehemmt oder nicht beeinflusst 
wird. Andrerseits hat Takane (1932) aus Versuchen an Kanin- 
chen den Schluss gezogen, dass das Avertin ein Lebergift sei, weil 
die Ausscheidungsfahigkeit der Leber gegen Bilirubin und Kongo- 
rot merklich herabgesetzt werde; die Leberschidigung kénne dabei 
haufig sehr hochgradig sein, wie bei Chloroform, und halte bis zum 
zweiten Tage an; es rufe bei Kaninchen eine verminderte Gallen- 
sekretion hervor. Wie man hieraus ersieht, sind unsere Kenntnisse 
liber dieses Thema noch sehr mangelhaft. 

Bevor ich zur Untersuchung des Einflusses der Avertinnarkose 
auf die Gallensekretion iiberging, musste ich als erste Stufe klar- 
stellen, ob der Schlaf selbst irgendeinen Einfluss auf die Gallen- 
sekretion ausiiben kénne. Dariiber habe ich schon veroffentlicht, 
dass Schlafmittel, wie Luminal und Dial, keinen Einfluss auf die 
Sekretion sowohl der Galle als auch deren Hauptbestandteile 
(Bilirubin und Gallenséure) ausiiben kénnen. Wenn man 
deswegen bei der Avertinnarkose irgendeine Veranderung in der 
Sekretion der Galle und deren Bestandteilen bestitigen kénnte, 
so konnten die erhobenen Befunde nicht der Narkose selbst, sondern 
sicher der eigentlichen Wirkung des Avertins zugeschrieben 
werden. | 

Als Versuchstiere dienten hauptsichlich Gallenblasenfistel- 
hunde. Die Gallensiiure in der Galle wurde nach der N akagawa- 
schen roten Mikromethode, und das Bilirubin nach der Kume- 
kawaschen Koffeinmethode quantitativ ermittelt. Uber die Ver- 
suchsweisen, die Bedingungen und die Vorsichtsmassregeln, welche 
bei der Ausfiihrung der Versuche notwendig sind, sehe man die 
Arbeiten von Sakamoto(1930) und Mikami(1931) aus unserem 
Laboratorium. Das Avertin wurde zu 3% in destilliertem Wasser 
aufgelost und ins Rektum einverleibt. Der Hund wurde erst bei 
einer Menge von iiber 0,2 g Avertin pro Ke. narkotisiert. 

Tabelle I zeigt uns klar, wie die Sekretion der Galle und deren 
Bestandteile bei der rektalen Einfiihrung von 0,3 g Avertin pro Kg 
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TABELLE I, 


3% Avertinlésung 150 cem (0.3 g pro Kg.) rektal. 


Galle Bilirubin (B) Gallensiure(G) 


Nr. (eem) G/B Bemerkungen 
(30 Min.) | mg % | mg. | mg% | mg. 

1 1,6 38,5 0,6 1240 19,8 36,0 

2 1,6 35,5 0,6 1240 19,8 36,0 

3 2,7 34,5 0,9 68 26,1 29,0 | Avertin 

4 3,5 13,5 0,5 420 14,7 29,4 | rektal 

5 4,3 9.5 0,4 210 9,0 22,5 

6 5,0 7,4 0,4 183 9,2 23,0 | narkotisiert 

7 5,1 6,6 0,4 196 10,0 25,0 | aufwachen aus 

8 5,3 6,6 0,4 146 Th 19,2 | der Narkose 

9 5,6 6,9 0,4 174 9,7 24,2 

10 5,4 37 | 0,5 135 7,3 14,6 

11 5,9 10,5 0,6 138 8,1 13,5 

12 5,1 11,3 0,6 159 8,0 123 

13 4,5 uae 0,6 152 6,8 11,3 

14 3,8 15,6 0,6 228 8,7 14,5 

15 3,7 PEL 0,7 264 9,8 14,9 

16 3,4 21,6 0,7 288 9,7 13,9 

17 3,2 23,6 0,7 260 8,3 11,9 

18 3,0 23,6 0,7 310 9,3 13,3 

19 2,8 27,6 0,8 344 9,6 12,0 

a ee 30,8 0,7 362 8,7 12,4 


beim Hunde beeinflusst werden. Die Gallensekretion fangt schon 
nach 15 Minuten an, sich zu vermehren und erreicht das Maximum 
innerhalb 1-2 Stunden. Diese Vermehrung ist so auffallend wie 
bei Atophan und Gallensaure und tiberdauert noch lange die 
Narkose. Die Galle wird dabei so verdiinnt, dass die Bilirubin- 
konzentration mit dem Beginn der Cholerese stark absinkt, um mit 
dem Aufhédren der Cholerese wieder anzusteigen. Die absolute 
Menge des Bilirubins, welche innerhalb einer Zeiteinheit sezerniert 
wird, wird kaum beeinflusst, zeigt aber eher eine Neigung sich 
etwas zu vermindern. Die Gallenséure verandert sich in ihrer 
Sekretion sehr auffallend: sie sinkt in ihrer Konzentration mit dem 
Beginn der Cholerese autfallend ab und beginnt erst nach einigen 
Stunden ein wenig anzusteigen, um noch nach 4,5 Stunden auf 
einem viel tieferen Wert als in den Kontrollen zu bleiben. Diese 
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Veranderung der Gallensduresekretion ist viel hochgradiger im 
Vergleiche mit der Cholerese, deswegen steht die in einer Zeitein- 
heit sezernierte absolute Menge der Gallensdure auffallend tiefer, 
ohne nach mehreren Stunden den Anfangswert zu erreichen. 

Ich habe nun die Menge des Avertins verringert und 0,2 ¢ 
pro Kg ins Rektum einverleibt. Die erhaltenen Resultate sind ganz 
gleich wie die obigen: auffallende Cholerese, keine merkliche 
Veranderung der Bilirubinkonzentration und eine auffallende 
Abnahme der Gallenséure. Die rektale Eingabe von 0,1 ¢ pro Kg 
hat zwar keine Narkose hervorgerufen, aber die Cholerese war noch 
deutlich; die Galle war verdiinnt, das Bilirubin kaum veradndert 
in der absoluten Menge und die Gallensiure nahm noch auffallend 
ab. Diese Verdnderungen waren aber bei dieser kleinen Menge 
von Avertin in einem geringeren Masse bemerkbar als bei der 
grésseren und zeigten eine Neigung, sich schneller zu erholen. Aus 
diesen Resultaten ist wohl der Schluss zu ziehen, dass die Avertin- 
narkose sogar in einer Menge, welche man klinisch anwendet, beim 
Hunde eine auffallende Veriinderung in der Gallensekretion her- 
vorzurufen imstande ist. 


TABELLE II. 
3% Avertinlosung 50 cem (0,107 g pro Kg.) rektal. 


Bilirubin Gallensaure 
Nr web G/B Bemerkungen 
Min.) mg Yo mg. mg Yo | mg. 
1 21 72,8 1,5 2235 | 46,9 30,6 
2 fal 72,8 1,5 2235 | 46,9 30,6 
3 6,5 33,6 2,2 1160 75,4 34,2 | Avertin rektal, 
4 8,2 16,4 153 435° '|> 35,7 27d 
5 6,2 17,6 11 475 || 29,5 26,8 | aber nicht 
6 5,2 21,4 1,1 665 34,6 31,0 
7 4,0 30,0 i.:2 644 . 25,8 21,5 | narkotisiert. 
8 Hts 39,2 1,5 830 30,7 20,5 
9 3,9 42,0 1,6 830 30,8 19,3 
10 3,1 47,0 1,5 TOTO ithe Oho 22,1 
3 Wy ba pal | 57,6 1,2 1200" = 2510 21,0 
12 | 2,9 63,0 1,8 1095 31,8 LUT. 
ee 2,9 65,8 1,9 1095 31,8 16,7 
14 | 252 70,0 4 W533 #505") | SahS 22, 
1d | 2,0 77,7 1,6 1440 28,8 18,0 


Nachstdem habe ich an Kaninchen, denen eine akute Choledo- 
chusfistel angeleet war, dieselben Versuche ausgefiihrt. Bei der 
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rektalen Einverleibung von 0,2-0,3g¢ Avertin pro Kg konnte ich 
hier keine merkliche Cholerese, sondern, wie in den Kontrollver- 
suchen, eine allmaéhlich abnehmende Gallensekretion beobachten. 
Wie sich hierbei die Sekretion der Gallensdéuren verhialt, habe ich 
nicht untersucht, da sie in der Kaninchengalle durch die Naka- 
gawasche Bestimmungsmethode nicht vollkommen erfasst werden 
kann. Hs ist sehr merkwiirdig, dass das Avertin beim Kaninchen 
keine Cholerese hervorruft, wahrend es beim Hunde kraftig 
choleretisch einwirkt. 


Avertin und Insulin. 


Wie die Literatur zeigt, ist die Insulin-Cholerese zur Zeit wohl- 
bekannt, und Fujikawa und Kubo (1931) aus unserem Labora- 
torium haben tadellos nachgewiesen, dass das Bilirubin und die 
Gallenséure bei der Insulin-Cholerese an Hunden vermehrt aus- 
geschieden wird. Ich habe nun untersucht, wie die Avertin- 
Cholerese durch Kombination mit Insulin beeinflusst wird. Die 
Ergebnisse, welche ich in Tabelle III zusammenstellte, zeigen uns 
klar, dass die Avertin-Cholerese durch das wihrend der Narkose 
injizierte Insulin gar nicht beeinfilusst wird; hier konnte man 
keinen Einfluss des Insulins beobachten, welcher vermehrte 
Bilirubin- und Gallensdureausscheidung bewirkt. Wenn ich aber 
das Insulin nach dem Erwachen aus der Narkose injizierte, so 
konnte ich die oben erwahnte Wirkung des Insulins, wenn auch in 
geringem Masse, doch beobachten. 


Avertin und Adrenalin oder Atropin. 


Adrenalin und Atropin haben auf die Hungersekretion der 
Galle an Hunden keinen merklichen Einfluss oder ruften nur eine 
geringe voriibergehende Verminderung derselben hervor (Saka- 
moto—1930). Ich habe nun 2 cem Adrenalin nach oder gleichzeitig: 
mit Avertin subkutan injiziert, und das Resultat zeigt, dass sich die 
Gallensekretion, ohne dadurch behindert zu werden, vermehrt, und 
die Gallensiure deutlich abnimmt. Dieselben Befunde habe ich 
auch bei der Kombination des Avertins mit dem Atropin feststellen 
koénnen: vermehrte Gallensekretion und verminderte Gallensdure. 
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Aus den Befunden ist wohl der Schluss zu ziehen, dass Adrenalin 
oder Atropin keine hemmende Wirkung auf die Avertin-Cholerese 
auszutiben imstande sind. 


TABELLE IIT. 
3% Avertinlésung 100 cem (0,21 g pro Kg.) rektal und Insulin 
0,7 cem subkutan. 


Bilirubin Gallensdiure 
Nr. fed coe 7g a) ayes 5 a 5 ee ee Bemerkungen 
(15 Min.) mg % mg mg % mg 
1 1,8 42,0 0,8 749 13,5 
2 17 43,2 0,7 770 13,1 
3 2,6 42,0 Va 750 19,5 Avertin rektal 
4 3,2 23,2 0,7 372 11,9 
5 4.0 13,8 0,6 188 15 Erwachen aus 
6 41 9,8 0,4 90 3,7 d. Narkose 
7 5,0 10,8 0,5 82 4,0 Insulin 
8 6,0 16,8 1,0 95 5,7 subkutan 
9 6,4 16,8 1,1 110 7,0 
10 6,2 17,4 rial 110 6,8 
11 5,4 22,4 1,2 127 6,9 
12 5,0 24,0 1,2 172 8,6 
13 4,2 26,4 ih 195 8,2 
14 4,0 24,0 1,0 202 8,1 8,1 
15 3,3 26,4 0,9 220 vee 8,1 
16 3,0 33,0 1,0 219 6,6 6,6 
17 2,8 34,0 1,0 225 6,3 6,3 
18 2,6 39,6 1,0 348 9,1 91 
19 2,0 43,2 0,9 324 6,5 7,2 
3% Avertinlosung 80 cem (0,17 g pro Kg.) rektal und 
Insulin 0,7 eem subkutan. 
1) sey 32,0 0,5 966 16,4 32,8 
2 1,6 32,0 0,5 1008 16,1 32,2 
3 2,2 32,0 0,7 1008 22,2 31,7 | Avertin 
4 3,2 20,0 0,6 534 17,1 28,5 
5 4,1 13,8 0,6 276 - 1383 18,8 
6 5,1 9,8 0,5 158 8,1 16,2. | Erwachen aus 
7 5,2 9,6 0,5 156 8,1 16,2 | d. Narkose 
8 4,3 20,0 0,9 200 8,6 9,5 
9 3,9 20,0 0,8 198 7,4 9,3. | Insulin 
10 4,0 20,4 0,8 270 10,8 13,5 
11 3,7 21,0 0,8 276 10,2 12,8 
es 3,2 22,2 0,7 320 10,2 14,6 
13 4,0 19,8 0,6 380 15,2" | 15,3 
14 2,5 23,4 0,6 414 10,4 | 17,3 
15 2,4 24,6 0,6 450 10,8 18,0 
16 3,0 23,4 0,7 483 14,5 20,7 
17 213 24,0 OGiey 567 13,0 21,7 
18 2.5 25,8 0.7 435 | 10,9 | 15,6 
19 2,5 24,6 0,6 464 11,6 19,3 
2 2,4 22,8 0,6 576 13,8 23,0 
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TABELLE IV. 


3% Avertinlédsung 80cem (0,14 g pro Kg.) rektal und 
Adrenalin (0,1%) 2 eem subkutan. 


| Bilirubin Gallensaure 
Nr.| aie G/B Bemerkungen 
| est mg Yo mg mg Y% mg 
1 0,9 | 288,0 | 2,6 | 2225 | 20,0 7,7 
2 | 1,0 | 2640 | 26 | 1840 | 18,4 7,0 
3 | 5,7 91,0 5,2 736 42,0 8,0 | Avertin rektal 
4 | 10,5 20,4 | 21 72 7,6 4 le 
5 | 4,5 30,6 1,4 92 4,1 2,9 
6 | 1,4 73,2 | 1,0 360 5,0 5,0 
7 | 0,8 1440 | 1,2 | 1350 | 10,8 9,0 
8 | 1,0 148,8 1,5 1290 12,9 8,6 
9 | 0,9 195,2 | 31,8 | 2140 | 19,3 | 10,7 
10 | 07 | 2300 | 1,6 | 3260 | 228 | 142 
3% Avertinlésung 130 ecem (0,23 g pro Kg.) rektal und 
Adrenalin (0,1%) 2ecem subkutan. 
1 6,3 43,0 | 2,7 350 | 22,1 8,1 
2 6,4 41,0 | 2,6 335 | 21,4 8,2 
3 8,5 40,0 | 3,4 335 | 28,5 8,4 | Avertin rektal 
4 11,8 17,2 | 2,0 105% |~~ana>|-s62 -| Spleiohaeie _/ 
5 9,0 22,2 | 2,0 132 | 11,9 6,0 
6 44 35,0 | 1,5 190 8,4 5,6 
7 3,1 62,4 | 1,9 290 9,0 4,7 
8 | 2,8 65,6 | 1,8 366 | 10,2 5,7 
9 1,8 120,4 | 2,2 744 | 13,4 6,1 
10 1,9 117,6 | 2,2 620 | 11,8 5,4 
11 2,3 1440 | 3,3 745 | 17,1 5,2 
12 1,5 174,4 | 2,6 1270 | 19,1 7,3 
13 1,9 156,8 | 3,0 | 1085 | 20,6 6,9 
14 2,5 1260 | 3,2 875 | 21,9 6,8 
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TABELLE V. 


100 cem d. 3% Avertinlésung (0,2 g pro Kg.) rektal und gleichzeitig 


2cem d. 0,1% Atropinlésung subkutan. 


Bilirubin Gallensaure 
Nr. ee G/B Bemerkungen 
mg % mg | mg % mg 
1 2,5 76,8 1,9 2160 54,0 28,4 
2 | 2,3 78,4 1,8 2370 54,5 30.3 
3 2,4 72.0 1,7 2205 52,9 31,0 | Avertin und 
4 8,6 24,6 2,1 749 64,4 30,6 | Atropin 
5 18,4 13,2 1,8 282 37,8 21,0 
6 11,4 14,4 1,6 242 27,6 17,3 
7 1,7 16,8 | 13 435 | 33,5 | 25,3 
8 5,8 29,6 HY 665 38,6 22,8 
9 5,3 36,0 1,9 790 41,9 22,0 
10 7,2 27,0 1;9 575 41,4 21,8 
11 6,3 27,6 1% 686 43,2 25,4 
12 5,1 29,4 1,5 586 35,0 23,4 
13 5,8 38,4 2,2 749 43,4 19,7 
14 4,0 49,6 2,0 | 1070 | 42,8 | 21,4 
15 4,3 41,6 1,8 1010 43,4 24,0 


Avertin und perorale Einnahme von Traubenzucker. 


Dass eine konzentrierte Lésung von Traubenzucker, Saccharose 
und Kochsalz, peroral dargereicht, eine choleretische Wirkung des 
Fleischgenusses vollkommen hemmen kann, ist von Fukaya in un- 


serem Laboratorium tadellos nachgewiesen worden. 


Ich habe des- 


wegen 25 g Traubenzucker in einer sehr konzentrierten Lésung vor 


oder gleichzeitig mit Avertin per os verabreicht. 


Hierbei habe ich 


beobachten kénnen, dass die Avertin-Cholerese unbehindert ablief : 
die Galle nahm deutlich zu und die Gallensiure auffallend ab, als 


ware kein Traubenzucker gegeben worden. 
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TABELLE VI. 


Gallensdure 
Nr. ys ee Bemerkungen 
“ | mg % | mg 
1 2,6 1470 38,2 
2 2,7 1395 3757 
3 0,9 1530 13,8 25 g Traubenzucker peroral 
4 0,5 1975 9,9 
5 6,5 1275 82,9 250 cem d. 3% Avertinlésung rektal 
6 15,9 186 29,6 (narkotisiert) 
i 19,0 57 10,8 Erwachen aus der Narkose 
8 15,2 115 17,0 
9 10,5 159 16,7 
10 4,1 200 8,2 
AL By} 430 13,3 
12 13 420 5,5 
13 1,5 600 9.0 
1 Soy 1980 73,3 
2 3,7 1980 73,3 
at jell lo aa. Boe meaner geen aed 
4 12,2 310 37,8 rektal (narkotisiert) 
5 12,0 278 33,4 Erwachen aus d. Narkose 
6 11,5 284 APY | 
7 9,8 339 33,2 
8 9,4 474 44,5 
9 7,0 556 38,9 
10 5,5 656 36,1 
11 6,3 725 45,7 
12 5,0 890 44,5 
13 5,8 726 42,1 
14 5,8 696 40,4 
660 33,7 


Avertin und Blockade des retikuloendothelialen 
Sytsems. 


Es ist bekannt, dass das retikuloendotheliale System in der 
Gallensekretion eine Rolle spielt. Insbesondere hat Mikami(1932) 
in unserem Laboratorium einwandfrei bewiesen, dass die Gallen- 


414 T. Kobayashi: 


siuresekretion bei der Blockade auffallend abnimmt. Ich habe nun 
durch mehrmalige Injektionen von Tusche-Liésung (,,Kaimei- 
Bokujyu‘‘) intensiv blockiert und dann Avertinlésung ins 
Rektum einverleibt. Trotz dieser intensiven Blockierung habe ich 
eine kraftige Cholerese beobachten kémnen, als ware die Blockade 
nicht ausgefiihrt worden. Es ist hieraus zu schliessen, dass die 
Blockade keine Hemmung auf die Avertin-Cholerese auszuiiben 
vermag. 


TABELLE VII. 


Gallensaure 
Nr. = : Bemerkungen 
: “ | mg% | mg 
1 Poet 2505 67,6 
2 2,6 2505 67,6 
a 8.5 1806 63,2 10 cem Tusche intrav. 
4 (a 2630 55,2 8 ecm ee 
§ 2,0 2748 55,0 5 eem Ey 
6 Lyi 2688 35,7 
7 8,1 1188 96,2 150 cem a. 39% Avertin rektal 
8 91 505 46,0 (narkotisiert ) 
9 8,0 380 30,4 Erwachen aus d. Narkose Mi 
10 8,7 303 26,4 
11 7,5 312 23,4 
12 5,2 520 27,0 
13 5,4 450 24,3 
14 4,8 565 27,1 
15 2,1 935 29,6 


III. Avertin uND KoHLEHYDRATSTOFFWECHSEL. 


Nachdem ich den Einfluss der Gallensekretion bei Avertin 
untersucht hatte, bin ich zur Untersuchung iiber die Beziehungen 
zwischen ihm und dem Kohlehydratstoffwechsel iibergegangen, da 
der letztere mit der Leberfunktion in sehr inniger Beziehung steht. 
Auf diesem Gebiete sind nur einige Arbeiten bekannt, wie die 
Blutzuckerbestimmung von Fuss und Derra (1932) und 
Tiemann (1930). Bei diesen Untersuchungen habe ich haupt- 
sichlich Kaninchen angewendet. 
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Avertin und Blutzucker. 


Soweit ich aus der diesbeziiglichen Literatur festfellen konnte, 
haben Fuss, Derra und Tiemann den Blutzucker bestimmt. 
Die ersteren beiden Forscher sind zu dem Resultate gelangt, dass 
er an Hunden 30 Minuten nach rektaler Avertindarreichung, selten 
im spateren Stadium nur etwas ansteigt. Nach Tiemann soll im 
Gegenteil an Kaninchen eine auffallende Steigerung des Blut- 
zuckers bemerkt werden, und zwar fortwahrend bis zur 3. Stunde. 

Ich habe nun zuerst an den Hunden Blutzucker nach 
Hagedorn-Jensen bestimmt, indem ich Avertin ins Rektum 
einverleibte. Es ergab sich dabei, dass der Blutzucker kaum beein- 
flusst blieb, wenn auch eine sehr geringe Neigung zur Zunahme 
bemerkt wurde. Als ich aber dieselben Versuche an Kaninchen 
anstellte, konnte ich ohne Ausnahme konstatieren, dass er auffallend 
zunahm: er fangt 45-60 Minuten nach rektaler Darreichung des 
Avertins an zuzunehmen und erreicht nach 8 Stunden das 
Maximum, um erst nach 7 Stunden zur Norm zuriickzukehren. Es 
lasst. sich also sagen, dass das Avertin den Blutzucker der Kanin- 
chen vermehrt, wahrend er bei Hunden kaum beeinflusst bleibt. 
(Tabelle VIII und IX). 


TABELLE VIII. 


Hund 6 14 Kg | 9% 10 Kg 3 ilkg 
Avertin 3% 120 ecm 3% 80 cem 3% 60 ccm 


. Blutzucker z B. Z. , B. Z. 
Zeit (mg %) Bemerkg. (mg%) B.M. (mg %) B. M. 


vor | 98 138 95 


94 134 94 
92 135 : 95 
5 nach 76 Avertin 130 Avertin 107 | Avertin 
10 90 159 109 
20 rz 143 Narkose] 304 | nicht 
30 119 Narkose 158 96 | narkotisiert 
40 ree 136 91 
60 106 130 112 
90 97 129 98 
120 88 125 110 
180 ae 120 — 
240 ae — a 
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TABELLE LX, 


Versuche an Kaninchen. 


Nr. I j II 1II 


Kaninchen 2300 g 3 2000 g 6 2100¢ 6. 
Avertin 3% 20 eem 3% 30 eem 3% 20 ecm 
Zeit (Min.) Sass Bemerkg. bane) Bemerkg. Rs a Bemerkg 

115 109 95 
—_ 115 115 92 
5 nach 124 Avert. 106 Avert. 107 Avert. 

15 121 103 105 
30 117 107 95 
45 127 Narkose 107 135 
60 160 160 163 
90 184 191 190 

120 190 198 Narkose 213 Narkose 
180 198 206 292 
240 174 188 173 
300 147 157 156 
420 109 84 121 


Avertin und Adrenalinhyperglykdmie. 


Wie bekannt, steht die Adrenalinhyperglykamie mit der Leber 
in sehr innigem Zusammenhang, und es ist von Omori (1926) und 
Tokuda (1930) behauptet worden, dass die erstere bei herab- 
gesetzter Leberfunktion gehemmt wird. Ich habe nun zuerst den 
Hunden Adrenalin subkutan injiziert und den Blutzucker bis zur 
6. Stunde bestimmt. Nach einigen Tagen wurde gleichzeitig mit 
der rektalen Darreichung von Avertin wieder Adrenalin injiziert. 
Durch Vergleichung der beiden Daten miteinander habe ich kon- 
statieren koénnen, dass die Adrenalinhyperglykimie bei den 
Avertin-Tieren sehr viel niedriger ist als bei den Kontrolltieren. 
Es zeigte sich also, dass das Avertin auf die Adrenalinhypergly- 
kamie deutlich hemmend einwirkt. (Tabelle X). 
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TABELLE X. 
Hund I 12 Kg 6 Hund II 14 Kg ? 
Kontrolle Versuch Kontrolle Versuch 
Avertin 0 3% 200 ecm 0 3% 280 eem 
0,55 cem 0,55 eem 0,5 eem 0,5 ecem 
Adrenalin pro Kg pro Kg p. Kg p. Kg 
Datum 1/1II 6/III 2/TII 9/III 
. : Blutzucker 
Zeit (Min.) (mg %) do. do. do. 
vor 83 82 116 102 
30 nach 108 76 251 138 
60 132° 108 281 155 
120 170 132 220 154 
180 229 146 197 191 
240 208 . 107 182 187 
300 224 137 174 186 
360 181 157 161 193 
30 Min. in Narkose ea. eine Stunde in Narkose. 
Bemerkg. Adrenalin 90 Min. nach Adrenalin 3 Stunden nach 
Avertin subkutan injiz. Avrtin subkutan injiz. 


Avertin und Traubenzuckerbelastung. 


Sawada (1927) hat die Beziehung zwischen der Blutzucker- 
regulierung und der Leber studiert, mit dem Resultate, dass die 
blutzuckerregulierende Funktion beim Kaninchen durch Phosphor, 
Tetrachlorkohlenstoff und Chloroform auffallend beeintrachtigt 
wird, und dabei behauptet, dass die Leber in dieser Blutzucker- 
regulierung eine grosse Rolle spiele. So habe ich untersucht, ob 
wirklich das Avertin auf die Blutzuckerregulierung irgend einen 
Einfluss ausiiben kénne. 

Den Hunden wurde im Kontrollversuche die Traubenzucker- 
lésung intravenés injiziert unter Bestimmung des Blutzuckers; 
nach einigen Tagen wurde derselbe Versuch wiederholt im 
Anschluss an die rektale Einverleibung des Avertins. Das Resultat 
zeigt, dass die durch Traubenzuckerinjektion hervorgerufene 
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Hyperglykamie bei den Avertin-Tieren viel starker ist und langer 
andauert; in den Kontrollversuchen erreicht namlich der Blut- 
zucker schon nach 20 Minuten das Maximum, um nach 40 Minuten 
bis zu einem kaum erhéhten Wert abzusinken. Im Gegensatz dazu 
zeigt der Blutzucker bei den Avertin-Tieren einen sehr viel hoheren 
Wert; die Hyperglykaémie dauert sehr lange an, um nach 1,5 
Stunden erst wieder den Anfangswert zu erreichen. Es lasst sich 
also sagen, dass die Avertinnarkose die Blutzuckerregulierung in 
hohem Masse beeintrachtigt. (Tabelle XI). 


TABELLE XI. 


Hund I 12 Kg. Hund II 13 Kg. 


Kontrolle Versuch Kontrolle Versuch 
Avertin 0 3% 200 cem 0 3% 250 ecm 
a 20 % 150 ccm | 20% 200 cem| 3% 150 cem | 20% 150 eem 
Datum 15/XIT 23/XII 15/XI 21/XII 
Zeit (Min.) Blutzucker (mg %) 
vor 131 107 100 107 
20 342 545 242 508 
40 13% 314 123 386 
60 113 155 107 190 
90 114 94 95 96 
120 103 91 116. 85 
180 101 85 112 83 
240 100 78 100 73 
ca, 60 Min. in Avertinnarkose,} ca, 60 Min. in Avertinnarkose, 
Bemerkg. | zucker injiziert 90 Min. n. Avertin Trauben- 


30 Min, n. Avertin Trauben- zucker intrav. injiziert 


Avertin und Glykogengehalt in der Leber. 
Es ist bekannt, dass sich der Glykogengehalt in der Leber bei 
den Schadigungen dieses Organes auffallend vermindert. Aber es 


liegt uns keine Angabe daritiber vor, wie das Avertin auf den 
Glykogengehalt der Leber einwirkt. 
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Ich habe den Kaninchenlebern zeitweise ein Stiick entnommen, 
ohne oder mit Avertindarreichung, und deren Glykogengehalt 
unter Farbung nach Best miteinander verglichen. Hierbei ergab 
sich, dass das Leberglykogen bei den Avertin-Tieren auffallend 
abnahm, und zwar war dabei das Glykogen an der Peripherie der 
Leberacini am hochgradigsten vermindert und blieb im Zentrum 
lange erhalten. Es lasst sich aus diesen Befunden schliessen, dass 
das Avertin auf den Glykogengehalt der Leber deutlich ver- 
mindernd einwirken kann. 


IV. Diskussion. 


Wenn ich meine oben erwahnten Resultate kritisch betrachte, 
so ist daraus der Schluss zu ziehen, dass das Avertin sogar in einer 
klinisch gebrauehten Dosis bei den Hunden eine starke Cholerese 
hervorruft, wahrend man diese Wirkung an den Kaninchen 
vermisst. Diese Befunde stimmen mit denen von Stransky 
volikommen iiberein. 

Wahrend der Avertin-Cholerese wird die Bilirubinsekretion 
in ihrer absoluten Menge kaum verandert, wahrend die Gallensaure 
stark abnimmt, ein Befund, der von mir zum ersten Male einwand- 
frei bewiesen worden ist. Und wie zahlreiche Arbeiten iiber 
Gallensekretion aus unserem Laboratorium zeigen, wird die Sekre- 
tion der Gallenséure bei Leberschaédigungen viel schneller und 
hochgradiger verhindert als die des Bilirubins. So habe ich in 
der verminderten Sekretion der Gallenséiure einen Beweis dafiir, 
dass das Avertin sicher ein Lebergift sein muss. 

Die Avertin-Cholerese kann, wie oben erwahnt, von Insulin, 
Adrenalin und Atropin nicht gehemmt werden. Sie wird auch 
dureh perorale Zufuhr von konzentrierter Traubenzuckerlosung 
nicht, und dureh Blockierung des retikuloendothelalen System 
kaum beeinflusst. Diese Befunde lassen darauf schliessen, dass das 
Avertin nicht auf dem Wege des vegetativen Nervensystems, 
sondern direkt auf die Leberzellen einwirkt. 

Was die Beziehungen zwischen Avertin und Kohlehydratstoff- 
wechsel anbelangt, so wird der Blutzucker nach Avertindarreichung 
beim Hunde kaum beeinflusst, waihrend hochgradige Hypergly- 
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kamie beim Kaninchen beobachtet wird. Andrerseits ist die 
Adrenalinhyperglykamie beim Hunde durch Avertin deutlich 
gehemmt. Ausserdem wird die Hyperglykamie nach Trauben- 
zuckerlésung durch Avertin sehr erhéht und an Dauer verlangert. 
Der Glykogengehalt der Leber wird auch durch Avertin deutlich 
vermindert. Aus diesen Befunden lasst sich wohl schliessen, dass 
Avertin den Kohlenhydratstoffwechsel deutlich beeintrachtigt: die 
Blutzuckerregulierung wird namlich gestért und wenig Glykogen 
wird in der Leber fixiert und leicht aus derselben mobilisiert. 
Wenn ich nun meine Resultate zusammenfasse, so scheint das 
Avertin auf die Leber giftig einzuwirken. Dieser Schluss kann 
wohl ohne Zwang daraus gezogen werden, dass erstens das Avertin 
die Sekretion der Gallensiure hemmt, und dass es zweitens die 
Glykogenfixation in der Leber erschwert und dessen Mobilisation 
aus derselben erleichtert; es ist ja bekannt, dass die Leber bei 
der Glykogenfixation und -mobilisation eine grosse Rolle spielt. 
Dieser Schluss findet darin noch eine Stiitze, dass Nakagawa 
(1934) aus unserem Laboratorium nach Avertindarreichung eine 
herabgesetzte Gewebsatmung der Leber bewiesen hat. 


V. ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Die rektale Darreichung von Avertin ruft beim Hunde 
eine hochgradige Cholerese hervor, wahrend man sie beim Kanin- 
chen vermisst. Sie dauert mehrere Stunden an, ganz unabhangig 
davon, ob das Tier in Narkose fallt oder nicht. 

2. Wahrend der Avertincholerese steigt die Bilirubinkon- 
zentration stark ab, aber die in der Zeiteinheit sezernierte absolute 
Menge des Bilirubins wird dadurch kaum verandert. 

3. Die Sekretion der Gallensiure wird dabei in ihrer Kon- 
zentration so verdiinnt, dass die absolute Menge derselben wihrend 
mehrerer Stunden deutlich abnimmt. 

4, Kine Wirkung des Insulins auf die Gallensekretion tritt 
bei der Avertinnarkose nicht zu Tage. 

d. Die Avertin-Cholerese wird durch Adrenalin, Atropin, 
perorale Einnahme der konzentrierten Traubenzuckerlésung und 
die Blockierung des retikuloendothelialen Systems kaum beein- 


Beziehungen zwischen Avertin und Leberfunktion. 421 


flusst; aus diesen Befunden lisst sich schliessen, dass die chol- 
eretische Wirkung des Avertins in der direkten Einwirkung auf 
die Leberzellen selbst zu suchen ist. 

6. Die rektale Avertindarreichung iibt keinen Einfluss auf 
den Blutzucker des Hundes aus, wahrend sie beim Kaninchen 
hoechgradige und langdauernde Hyperglykamie hervorruft. 

7. Die Adrenalinhyperglykémie wird beim Hunde durch 
Avertin auffallend gehemmt. 

8. Die Hyperglykamie nach intravendser Traubenzucker- 
lésung ist durch Avertin deutlich erhéht und dauert viel langere 
Zeit an. 

9. Der Glykogengehalt der Kaninchenleber wird dureh 
Avertin deutlich vermindert. 

10. Aus diesen Befunden ist der Schluss zu ziehen, dass das 
Avertin auf die Leber schidigend einwirken kann. 

Zum Schlusse spreche ich Herrn Prof. 8. Nakagawa fiir 
seine Anregung und Anleitung zu dieser Arbeit meinen herzlichsten 
Dank aus. 
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The results of metabolic study led Kawabe (1934, ili) to the 
assertion that the breakdown of glucosamine in the animal body 
sets in with the cleavage of the molecule into N-free and N-contain- 
ing fragments, the former giving rise in turn to lactic acid. The 
elyeogenesis following the administration of glucosamine was 
elucidated as due to the conversion of lactic acid so produced 
which was implicitly assumed to be of the 1-(+) form. The 
present investigation was undertaken in order to afford direct 
evidence on the enzyme which was detected by the same author 
(1934, ii). In the first attempt with the tissue suspension an 
appreciable accumulation of lactic acid was observed but none of 
ammonia nor of urea from the aminosugar. The lactic acid was 
isolated as zine salt and identified as sareolactic acid. Next a 
permanent specimen of the enzyme was prepared by repeated treat- 
ments with aleohol. When the aminosugar was incubated with this 
specimen no lactic acid was formed but the reduction extent of 
phosphormolybdie acid by the split produets covered accurately 
the amount of methylglyoxal caleulated from the decomposition of 
glucosamine. Probably one of the primary fission products is 
methylelyoxal and the cleavage takes place between C3 and C4, of 
the molecule. 


424 I. Kawakami: 


EXPERIMENTS. 


1. Optimal pH in decomposition of glucosamine 
by tissue suspension. 

The preliminary experiment with regard to the pH optimum 
of the enzyme complex was performed as follows: 

A rabbit liver was minced by means of a masticator and 15 gm. 
of the pulp was ground with sea sand, shaken with 30 ce. of water 
and centrifuged. 2ce. of the extract was then added to with an 
equal volume of buffer solution and half volume of glucosamine- 
HCl solution which was neutralized to litmus with NaOH (0,1— 
ln.) and diluted with water so as to contain 20mgm. of the 
chlorhydrate in 1 ce. and incubated at 38°C after addition of one 
drop toluene. After maintenance for 24 hours, the mixture was 
cooled and glucosamine was estimated by the Kawabe method of 
tissue analysis (1934,1i), taking lee. of the mixture. The buffer 
solutions employed were citrate (pH 2.3-6.7) phosphate (7,7) and 
glycocoll (8.6-12.4) mixtures of Sorensen. 

The control experiments which were carried out at pH 8.6, 
9.7 and 10.5, by replacing the tissue extract with water showed 
no disintegration of it. 

Table I indicates that the limits of pH between which the 
enzyme acts are 5 and 11. It is most active between 6.7 and 7.7. 


TABLE I, 


= 


pH 2.3) 2.7 6:6 (633° 61) OCT 8:6" OF 10:5 "12.4 


Glucosamine decomposed 
in terms of the chlor- O° 10 3.2 4) 6.0 49: 49 27 L8. 0 
hydrate (mgm.) 


2. Behaviour of ammonia, urea and lactic acid, when 
glucosamine is incubated with tissue suspension 
or its extract. 
Tissue pulp (liver and kidney of rabbit and ox) was suspend- 
ed or extracted with 3 volumes of 0.85% NaCl solution. Glucosa- 
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mine was incubated with it at 38° for 5 hours and glucosamine, 
ammonia, urea and lactie acid were estimated as follows: 

a) glucosamine: by the Kawabe method, taking 1 ee. of the 
reaction mixture, followed by the procedures described above and 
a measured volume of the filtrate which corresponded to 2 mgm. 
of glucosamine chlorhydrate at the commencement of incubation. 

b) Ammonia: by the Folin metohd of urine analysis, taking 
10 ec. of the mixture and 5ce. of the saturated NasCO3-solution 
for alkalinizing the former. 

ec) urea: by the Van Slyke and Cullen method of urine 
analysis, taking 10 ce. of the reaction mixture, 3 ce. of the urease 
extract and See. of sat. Na2COs3 solution for alkalinizing the mix- 
ture treated with urease. 

d) Lactic acid: by the Endo and Tanaka method of tissue 
analysis taking 10 ce. of the mixture. 

In this experiment no buffer solution was mixed because the 
pH optimum of the enzymic activity lies a round neutral reaction 
and the tissue extract or suspension is fairly buffered per se. 
Control experiments were carried out, replacing the glucosamine 
solution with water. A typical example is given in Table II. It 
demonstrates that no production of both ammonia and urea from 
glucosamine was proved, while lactic acid increased markedly in 
comparison with the control; in other words, glucosamine break 
down without any preliminary deamination just as Kawdbe 
suggested. 


3. Isolation of lactic acid. 


200 gm, of tissue pulp (bull liver) were ground with sand, 
made up to 1000 ce. with 0.85% NaCl solution and added to with 
200 ce. of the glucosamine solution containing 20 gm. of the chlor- 
hydrate which was neutralized with 10ce. of 1n. NaOH. The 
mixture was kept at 38°C with toluene for 20 hours under occa- 
sional shaking, saturated after this period with ammonium sulfate 
and filtered. The clear filtrate was condensed under reduced pres- 
sure at between 35-37°C to about 100 cc. and then made strongly 
acid with 20% HsPO, whereupon it was extracted exhaustively 
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TaBLeE ITI. 
Tissue pulp of a rabbit liver was ground with sand and extracted with 3 volumes 
of 0.85% NaCl and centrifuged. The supernatant liquid was 
used for incubation. 


Ineubation mixture: 
Extract 60.0 ce. 
Glucosamine sol. 15.0 ce. 
(750 mgm. of the chlorhydrate was dissolved, 
neutralized and made up to 15 ce. with water.) 
Toluene a few drops. 
Incubation: 5 hours at 38°C 


Incubation (h) 
c—_—_—_ 


0 5 

Glucosamine in terms of iy "aE 
the chlorhydrate (mgm.) Control exp. 750 750 
; 2.19 ro 
Ammonia (mgm.) Control exp. 2.19 2.90 
7.34 10.94 

Urea (mgm.) Control exp. 7.34 11.17 
: is 6.75 37.8 
Lactic acid (mgm.) Control exp. 6.75 8.44 


with ether. The residue after evaporation of the extract was dis- 
solved in about 100 cc. of water, boiled with excess of pure zine 
oxide, filtered, washed with boiling water and the filtrate was 
finally condensed with the washings on the bath to a syrupy con- 
sistency. Crystals came out on standing. Recrystallization was 
exerted twice from hot water after treatment with the animal 
black and dried in air. 

Uffelmann’s reaction for lactic acid was positive. 

0,1625 gm. substance lost 0.0206 gm. H»O at 78°C in vacuo 
(<3 mm Hg). 


eale. for Zn(C3H;03)22H20: 12.899 H20O 

found 12.68% H2O 
Zn was analysed gravimetrically as zine oxide, and 0.1203 gm. of 
the anhydrous substance gave 0.0374 gm. ZnO (0.0305 gm. Zn.). 
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eale. for (C3H;03) 2Zn 26.85% Zn 
found 25.35% Zn 


The rotatory power of the anhydrous salt in water was 
[a]5° =0.414 x 3.124/0.1443 x 1.025 x 1= —8°.74 


These figures coincide well with those of the zine salt of sarcolactic 
acid. 


4. Preparation of the permanent enzymic specimen. 

A bull liver is minced, ground with sea sand and shaken with 
three times its weight of water and centrifuged. The supernatant 
liquor is then added to with five volumes of 95% aleohol in small 
portions and the precipitate is quickly separated, pressed between 
clean papers and extracted again immediately, with water half 
the volume of the previous extract. 

When the procedures are repeated once more and dried up 
in vacuo over P20;, one can obtain an enzyme specimen which is 
coloured yellowish brown. 

Note: Several trials were made for obtaining the specimen, 
measuring the activity each time with the colour reaction of the 
aminosugar as described and the following facts were noticed 
thereby : 

a) 5 volumes of alcohol precipitate a more active enzyme than 
do 10 volumes. 

b) acetone destroys the enzyme readily. 

ce) The enzyme is scarcely washed out from the minced tissue 
by placing under the tap water for 1 hour. 


~ 


5. Experiments with the permanent specimen. 


The incubation mixtures were composed similarly except that 
the permanent specimen was used instead of the tissue suspension 
or extract. The control experiment on the boiled enzyme and the 
blank without glucosamine were made. The first example of Table 
III bears on the problem of lactic acid formation. Not even a trace 
of it occurred in this ease aiter digestion for 5 hours. 

In the glucose dissimilation, not few compounds come into 
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TasLe ITI. 
Example a. 
Incubation mixture: 
Water 40 ce. 
Enzyme specimen - 300 mgm. 
Glucosamine sol. : 10 ce. 
(1 ce. contains 50 mgm. glucosamine chlorhydrate) 
Toluene a few drops. 


Ineubation: 5 hours at 38°C. 


Incubation (h) 
c—_———- 


‘ 


0 5 
Glucosamine in terms of 500 395 
the chlorhydrate (mgm.) Control exp. 500 483 
Lactic acid ( ) : 
ee Control exp. 0 0 
Example b. 
Ineubation mixture: 
Buffer sol. at pH 6.7 40 ee. 
Water 40 ce. 
Glucosamine sol. 20 ee. 
(1 ce. contains 20 mgm. glucosamine chlorhydrate) 
Enzyme specimen 300 mgm. 
Toluene a few drops. 
Incubation: 5 hours at 38°C 
Incubation (h) 
a ene 
0 5 
Glucosamine in terms of 400 312 
the chlorhydrate (mgm.) Control exp. 400 380 
Red. of phosphor- 1.5 45 
molybdate calc. as : 
methylglyoxal (mgm.) Control exp. 7.5 15 


question as the percursor of lactic acid, namely: methylglyoxal, 
dihydroxyacetone, glyceric aldehyde, pyruvie acid and so on. As 
a trial on the above mixture revealed that the reduction power 
on ferricyanide increases with incubation, the writer traced the 
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reducing product by the St 6hr method (1932) as given in b, where 
the filtrate of the incubation mixture was diluted twofold with 
water and 2 ce. of the resultant were boiled for 15 min with 2 ce. 
of Folin-Wu’s phosphormolybdie acid reagent, and titrated with 
n/100 KMnO4y. The quantity of KMnO, used corresponded to 
~~ 30 

~ (400-312) x (72/215) 
the theoretical, when glucosamine is assumed to give rise to an 
equivalent elyoxal. If caleulated as glyceric aldehyde or dihydr- 
oxyacetone, the amount of the product would be much less. 

It is most likely therefore that glucosamine is divided pri- 
marily into two C3 fragments, one of which is methylglyoxal and 
lactic acid which oceurs when glucosamine is digested with the 
tissue extract is the secondary product derived by glyoxalase. The 
writer designates the enzyme which partakes in the primary fission 


methylglyoxal amounting to 102% ( ) of 


‘“olucosaminase’’. 

Thanks are due to Prof. K. Kodama for kindly making 
criticisms and to Assistant-Prof. H. Masamune for suggesting 
this research and for his constant stimulating help. 
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UBER DEN SCHWEFELGEHALT DES PANKREAS- 
BLUTES UND DER THORACICUSLYMPHE. 


Ill. Uber die Beeinflussung des Schwefelhaushalts der 
Thoracicuslymphe nach der Pankreasexstirpation. 


Von 
SHIRO KUMAMI. 
(Aus dem physiologischen Institut der medizinischen Fakultét zu Nagasakt. 
Direktor: Prof. Dr. D. Ogata.) 
(Eingegangen am 20. Juli 1934.) 


I. EINueErruna. 


In den vorhergehenden Mitteilungen wurde berichtet, dass das 
Pankreas fiir den Schwefelstoffwechsel des Blutes und der Lymphe 
des Brustganges eine grosse Rolle spielt. Andererseits tritt nach 
den Versuchen vieler Forscher klar zutage, dass das Insulin in 
seinem Molekiil eine relativ grosse Menge Schwefel enthalt. Also 
vermutete Verfasser, dass zwischen dem Schwefelgehalt des Pank- 
reasblutes bzw. der Thoracicuslymphe und deren Insulingehalt ein 
inniger Zusammenhang vorhanden sein muss. .- 

Nach den obigen Angaben bietet bei Ausfall der Insulininkre- 
tion durch Pankreatektomie die Untersuchung des Schwefelstoff- 
wecehsels zur Erklarung dieses Zusammenhanges ein ausgezeichnetes 
Feld. 

Die Arbeiten, die die Veranderung des Blutes bzw. des Harns 
nach der Pankreasexstirpation betreffen, sind zu zahlreich, um sie 
alle einzeln aufzuzahlen. Nur iiber den Schwefelstoffwechsel nach 
der Operation gibt es in der Literatur folgende Berichte: 
Campanacci (1928) beobachtete die Herabsetzung des Schwefel- 
gehalts des Blutes bei Diabetikern und pankreaslosen Hunden, und 
liberdies stellte er fest, dass das Pankreas auf den Schwefelgehalt 
bezogen unter den verschiedenen Organen wie Leber, Niere, Neben- 
niere u.a. die hodchste Ausbeute bietet. Im Gegensatz dazu 
behaupteten Campbell und Geiling (1926) aber, dass betreffend 
den Schwefelgehalt des Blutes kein grosser Unterschied zwischen 
Diabetikern und Gesunden vorhanden ist, und weiter dass der 
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Schwefelgehalt des Blutes beim Hunde keine deutliche Ver- 
ainderung nach der Pankreasexstirpation zeigt; und nach Koehler 
(1928) vermehrt sich beim Diabetiker der Neutralschwefelgehalt 
des Blutes durch Traubenzuckerinjektion, wahrend er sich beim 
Gesunden im Gegenteil vermindert. 

Ferner, in Bezug auf das Insulin, behaupteten Meytaler und 
Reinwein (1931), dass die nach der Entfernung des Pankreas 
beobachteten initialen Hypoglykimien durch den Ubertritt einer 
gewissen Menge Insulin in die Pfortader erklart werden, der 
wahrend der Operation eintritt; und Horsters kam zu dem Schluss, 
dass fiir die eigenartige hypoglykaémische Reaktion bei Hunden 
nach der Pankreasexstirpation neben einer artefiziell erhdéhten In- 
sulinaussehwemmung wahrend der Operation, Verletzungen der 
vegetativen Nervenbahnen mitverantwortlich zu machen sind. 

Loeper, Decourt, Ollivieur, Tonnet, Lesure(1926) u.a. 
beobachteten die Sechwefelzunahme im Blute beim nebennieren- 
exstirpierten Hund, und behaupteten, dass die diesbeziiglichen Re- 
sultate in Bezug auf den Antagonismus zwischen Insulin und 
Adrenalin eine grosse Bedeutung haben. Andererseits berichtete 
Bittner(1930) eine erhdhte Neutralschwefelausscheidung in den 
Harn bei Diabetikern; im Gegensatz dazu beobachtete Meyer- 
Bisch und Bock (1927), dass bei Diabetikern die Veranderung 
der Neutralschwefelausscheidung keineswegs konstant ist. 

Uber den Schwefelstoffwechsel bei Diabetikern bzw. pankreas- 
diabetischen Hunden gehen also die Meinungen der Autoren bisher 
auseinander. ‘ 

Weiter giebt es iiber die Verinderungen der Ausflussgeschwin- 
digkeit bzw. der Bestandteile der Thoracicuslymphe nach der 
Pankreatektomie, die Arbeiten von Meyer-Bisch und Giinther 
(1927), Takeuchi (1928) usw.; nach ihren Angaben sind die 
Veranderungen durch die Operation sehr betrachtlich. 

Die Bestimmung des Schwefelgehaltes der Brustganglymphe, 
die heute als Hormontrager der Bauchspeicheldriise angesehen 
wird, nach der Pankreasexstirpation, bietet also ohne Zweifel ein 
grosses Interesse, Verfasser hat daher diesbeziiglich die folgenden 
Versuche angestellt. . 7 0 
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ll. MertrHopix pER VERSUCHE. 


Zur Bestimmung des Schwefelgehaltes der Lymphe benutzte 
Verfasser ganz die gleiche Form der Narkose, der Operation und 
der Bestimmunegsmethodik wie in der II. Mitteilung. Die folgende 
Beschreibung beschrankt sich also nur auf die Pankreasexstirpa- 
tion. 

A. Versuchsmaterial. Zam Versuche dienten erwachsene, 
gesunde, massig erosse (tiber 10.0kg), tiber 24 Stunden lang 
gehungert habende Hunde. 

B. Narkose und Operation. Die Tiere wurden im allge- 
meinen mit Morphium hydrochloricum (1 cem der 3%igén Loésung 
pro Kilogramm Korpergewicht) subkutan vorbehandelt; nur in 
einigen wenigen Fallen kombinierte Verfasser leichte Atherinhala- 
tion. 30 Minuten nach der Vorbehandlung fesselte man den Hund 
auf Riickenlage und exstirpierte einseitig nach Bickel-Katsch 
(1932) seine Bauchspeicheldriise. Zur Vermeidung des Lymphaus- 
laufes in die Bauchhohle und der Blutbeimischung in die 
Thoracicuslymphe, hatte man Doppelligatur auf alle auffindbaren 
Lymphgefasse im Operationsfeld gelegt und schnitt dann durch; 
weiter strebte man, Nebenverletzungen der anderen Gewebe ausser- 
halb des Operationsfeldes méglichst zu vermeiden. 

Durch diese Vorsichtsmassregeln blieb die Brustganglymphe 
makroskopisch fast immer erythrozytenfrei, und auch der 
Lymphauslauf in die Bauchhohle war relativ gering. Zum Zwecke 
der Temperaturerhaltung wurde die Bauchwunde bald nach der 
Operation genaht und dann reichlich mit Gaze und Watte bedeckt. 
Ausserdem gab man acht, die Zeitdauer des Ausflussbeginns der 
Lymphe nach der Morphiuminjektion moéglich in allen Fallen 
gleich zu erhalten. Bald nach der Bauchoperation legte man am 
Halse des Hundes eine Lymphfistel an. 


III. VERSUCHSERGEBNISSE. 


1. Schwefelgehalt der Thoracicuslymphe des 
hungernden Hundes. 
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Der stiindliche Herabsetzungsgrad der Lympflussgeschwindig- 
keit ist nach der Pankreasexstirpation ziemlich viel grosser als der 
beim normalen Hunde. 


TaBeney I. 
(Gesamtschwefelgehalt in 100 cem der Thoracicuslymphe des 
hungernden Hundes.) 


K6rper- 0.5-1.5 | 1.5-2.5 | 2.5-3.5 | 3.5-4.5 | 4.5-5.5 


Datum Tier gewicht 

Sea ap Fe) 2. Stunde nach der Operation 
7/II1 1 22,00 6 7.24 : 7,32 7,40 7,61 7,98 

If 2 14,50 3 6,33 ' 6,53 6,62 6,65 6,82 

15/ 5; 3 20,30: 2 6,41 6,47 6,59 7.08 7,35 

SHY foe 4 18,50 ¢ 7,48 7,59 712 7,90 8,01 
Durehsehn. 18,825 6,87 6,98 7,08 7,30 7,04 


Der Schwefelgehalt der Lymphe steigt allmahlich an, wie die 
angeftihrten Daten zeigen, und die stiindliche Zunahme bei 4.-, und 
5. Stundenlymphe nach dem Ausflussbeginn sind besonders deut- 
lich. Doch sind die sttindlichen Steigerungsverhiltnisse relativ 
regelmissig, d.h. die stiindliche Zunahme betragt 0,03-0,44 mg 
durchsehnittlich 0,17 mg. Also stehen die Ausflussgeschwindigkeit 
der Lymphe und ihr Schwefelgehalt in umgekehrter Proportion. 


2. Schwefelgehalt in der Lymphe des Hundes, bei welchem 
der N. vagus gereizt wurde. 


Vor Anlegung der Lymphfistel, sofort nach der Bauchopera- 
tion, hatten wir den rechten N. vagus am Halse durehschnitten und 
reizten zu Beginn der zweiten Stunde seinen peripheren Stumpf 
nach der gleichen Methode wie in der IJ. Mitteilung. 

Wie man aus Tabelle II ersieht, zeigte der Schwefelgehalt 
der 1.-Stundenlymphe nach der Reizung fast keine deutliche 
Verinderung, im Vergleich mit der Lymphe, die vor der Reizung 
gesammelt wurde; d.h. bei Nr. 5 und 12 stieg der Schwefelgehalt 
sehr leicht an, und bei Nr. 6 und 10 nahm er leicht ab. Bei den 
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TABELLE II. 


(Schwefelgehalt in 100 cem der Lymphe des Hundes, bei welchem 
der N. vagus gereizt wurde, ) 


Korper| Rei- | 0.5-1.5 | 1.5-2.5 
Datum| Tier |gewicht| zungs- 


(1934) | Nr. | (kg) u.| dauer ‘ 
Geschl.| (Min.) Stunde nach der Operation 


2.5-3.5 | 3.5-4.5 | 4555 


20/III | 5 11,20 9 7,33 7,47 7,56 7,78 7,98 


3 
257 3s 6 16,00 6 3 6,63 6,55 6,75 6,85 7,01 
7/V 10 17,50 8 5 (ale 7,02 7,03 7,29 7,49 
16/, | 12 {12,008 4 696 | 702 | 7,42 | 7,63 | 7,81 . 
Durehschn. 14,175 3310 7,01 7,02 7,19 7,39 7,57 


Lymphen, die iiber 2 Stunden nach der Reizung gesammelt wurden, 
zeiote der Schwefelgehalt in allen Fallen Neigung zur Vermehrung, 
und der Vermehrungsgrad betragt 0,01-0,40 mg im Durchschnitt 
0,16 mg. Ein Vergleich mit Tabelle I zeigt, dass die Schwefel- 
gehaltszunahme in der 4.-, und 5.-Stundenlymphe besonders deut- 
lich ist. 


3. Schwefelgehalt der Thoracicuslymphe nach 
Traubenzuckerinjektion. 


Zu Beginn der zweiten Stunde spritzten wir dem Hunde nach 
der gleichen Methode und in der gleichen Dosis wie in der II. 
Mitteilung Traubenzucker ein. 

Wie Tabelle III lehrt, ruft in allen Fallen die Injektion von 
Traubenzueker eine leichte Abnahme des Schwefelgehaltes bei der 
1.-, und 2. Stundenlymphe nach der Injektion, besonders deutlich 
in der ersteren, hervor. 

Schon in der 3. Stundenlymphe vermehrt sich aber meistens 
der Schwefelgehalt auf beinahe denselben Wert wie vor der Injek- 
tion; und bei der 4.-Stundenlymphe tritt eine deutliche Neigung 
zur Schwefelgehaltszunahme auf. Der Vermehrungserad des 
Schwetelgehaltes der. Lymphen, die spater als 2 Stunden nach der 
Injektion gesammelt wurden, betrigt 0,13-0,26 mg, durchschnittlich 
0,21 mg, auch hat er Ahnlichkeit mit der in Tabelle I und II. 

Ferner untersuchte Verfasser zur Kontrolle die Schwefel- 
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TABELLE IIT. 
(Sehwefelgehalt in 100 cem der Thoracicuslymphe nach 


Traubenzuckerinjektion. ) 


Korper- | 0.5-1.5 | 1.5-2.5 | 2.5-3.5 | 3.5-4.5 | 4.5-5.5 
Datum Tier gewicht P 
(1934) Bri os Stunde nach der Operation 
11/IV 7 10,50 9 8,25 | 7,93 | 8,19 | 8,38 | 8,60 
4/V 9 11,50 3 7.29 | 7,16.| 712 | 7,25 | 7,51 
ily’. 11 10,00 9 754 | 746 | 7,42 | 7,58 | 7286 
Durchschn. 10,67 7,69 | 7,52 | 7,58 | 7,74 | 7,99 


gehaltsveranderungen der Thoracicuslymphe nach Kochsalzinfu- 
sion (5 cem einer 10% igen Losung pro Kilogramm Koérpergewicht) 
zu Beginn der zweiten Stunde. Wie man aus Tabelle IV. ersieht, 
sank ebenfalls der Lymphschwefelgehalt nach der Kochsalzinjek- 
tion ab und stieg dann allmihlich wieder bis zum Anfangsniveau. 
Der Verminderungsgrad und die Erholungsverhiltnisse sind jeder 
fiir sich denen nach der Traubenzuckerinjektion ahnlich. 


TABELLE LV. 
(Schwefelgehalt in 100 cem der Thoracicuslymphe nach 


Kochsalzinjektion. ) 


=s 


KO6rper- 


0.5-1.5 | 1.5-2.5 | 2.5-3.5 | 3.5-4.5 | 4.5-5.5 
Datum Tier gewicht 
(1934) ' esr, ae) ts Stunde nach der Operation 
a: 
13/1V 8 18,00 ¢ 7,68 | 7,40 7,49 7,09 | 7,83 
19/ V 13 13,80 8 7,89 | 7,69 7,76 7,91 | 8,08 
1V. Diskussion. 


Wie Tabelle I. zeigt, steigt der Schwefelgehalt der Thoracicus- 


lymphe beim pankreasexstirpierten Hund allmahlich auf und steht 
zur Ausflussgeschwindigkeit in umgekehrtem Verhialtnis. Man 
sieht fast die gleichen Verhaltnisse ebentalls in Tabellen II., III. 
und IV. Aus den Versuchen von Shiroshita, Kayumi (1925), 
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Heidenhain (1891), Momose (1923) u.a. wird esklar, dass die 
Menge des Ausflusses der Brustganglymphe eine Neigung zu 
geringer Verminderung des stiindlichen Auslaufs hat. Nach den 
Arbeiten von Shiroshita (1925), Takeuchi (1928) usw. ver- 
dickt sich die Lymphe in dem Stadium der Herabsetzung des 
Ausflusses. 

Verfasser vermutet also, dass die zeitlichen Schwankungen des 
Lymphschwefelgehaltes bei dem pankreastektomierten Hunde viel- 
leicht dureh die Verinderungen der Lymphkonzentration erklart 
werden koénnen. Nach Takeuchi (1928) blieben die Bestandteile 
des Blutes bzw. der Lymphe der pankreasdiabetischen Hunde re- 
lativ in kontsantem Zustande; das Resultat zeigte aber keine Ver- 
anderung bald nach der Oparation. 

Ferner zeigte der Lymphschwefelgehalt in meinen Versuchen 
durch die Vagusreizung keine deutliche Veranderung und die 
darauffoleenden Verhaltnisse zeigten nur allmahliche Steigerung 
des Schwefelgehaltes wie in Tabelle I. 

Uber die Einfliisse der Einspritzung von Traubenzucker beim 
pankreatektomierten Hund stellten schon Banting und Gairns 
(1924), Allen und Wishart (1920), Kurakami (1925), Hase- 
gawa (1927) usf. in ihren Versuchen fest, dass die Erhohung des 
Blutzuckerspiegels durch Dextroseinjektion viel langer als die beim 
normalen Hund dauert. 

In meinen Versuchen aber vermindert sich der Lymphschwe- 
felgehalt durch Glukoseeinfiihrung in die Femoralvene im Gegen- 
satz zum normalen Hund, und dann vermehrt er sich allmahlich. 
Der Verlaut ahnelt dem nach Kochsalzinfusion. 

Die Veranderungen des Lymphschwefelgehaltes durch Vagus- 
reizung bzw. Traubenzuckerinjektion sind némlich ganz andere als 
die beim normalen Hunde, die Verfasser schon in der II. Mitteilung 
beschrieb. 

Die Verainderung des Lymphschwefelgehaltes nach Kochsalz- 
injektion beim pankreaslosen Hund ist auch etwas verschieden von 
der beim normalen Hund, d.h. der Verminderungsgrad ist etwas 
geringer und die Erholungsdauer etwas kiirzer. 

Tesaka (1930) schloss aus seinen Versuchen, dass die Regula- 
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tion des Sechwefelstoffwechsels des Blutes hauptsaéchlich in der 
Leber stattfindet, und zwar dass durch die Vagi die Schwefel- 
konzentration des Blutes herabgesetzt wird. 

Nach meinen Versuchen aber lasst sich sagen, dass das 
Pankreas ein Organ ist, das wenigstens fiir die Schwefelkonzentra- 
tion der Thoracicuslymphe die grésste Rolle spielt unter den 
Organen, die auf die Schwefelkonzentration Einfliisse ausiiben. 

Es ist hochst interessant, dass die Traubenzuckerinjektion 
beim pankreastektomierten Hund den Schwefelgehalt der Lymphe 
vermindert, und dass die Verhiltnisse denen bei Kochsalzinjek- 
tion ziemlich ahneln. Die Ursache dieser Ahnlichkeit kinnte man 
in dem Umstand suchen, dass diese zwei Mittel Lymphagogen von 
der gleichen Ordnung nach Heidenhain (1891) sind. 

So ist es sehr wahrscheinlich, dass die Schwefelzunahme in 
der Lymphe durch Traubenzuckerinjektion bei den normalen 
Hunden hauptsachlich durch die Tatigkeit der Bauchspeicheldriise 
verursacht wird. 

Meyer-Bisch und Giinther (1927) beobachteten, dass am 
pankreaslosen Hund die lymphagoge Wirkung einer hypertonischen 
Kochsalzlésung entweder gar nicht oder nur verzégert zum Aus- 
druck kommt. In meinen Versuchen sieht man fast die gleichen 
Resultate. 

In Bezug auf die umgekehrte Beziehung zwischen der Lymph- 
flussgeschwindigkeit und ihrer Konzentration stimmen die Ver- 
haltnisse der Schwefelgehaltsveranderung der Lymphe dureh 
Kochsalz- und Traubenzucker-Injektion, d.h. leichte Herabsetzung 
und schnelle Erholung des Schwefelgehaltes gegeniiber der beim 
normalen Hund (Tabelle IV.), mit den Verhaltnissen der Lymph- 
sekretionsvorgange, die schon Meyer-Bisch (1927) u.a._ beo- 
bachteten, schon tiberein. 

Nach den Versuchen von Moorhause, Patterson und 
Stephenson (1915) steigt der gesamte Stoffwechsel des Organis- 
mus um 15-20% dureh die Pankreatektomie. 

Es ist leicht verstandlich, dass der Organismus bald nach dem 
Hingritf einer grsosen Operation wie z. B. Pankreastektomie, Fistel- 
bildung des Brustganges usw. starken Hinfliissen nicht entgehen 
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kann. Hédon und Giraud (1920), Banting und Gairns 
(1924) u.a. veréffentlichten nacheinander ihre interessanten Beo- 
bachtungen tiber die Veranderung des Blutzuckerspiegels bald 
nach der Pankreasexstirpation. Andererseits trat nach den 
Arbeiten von Steinberg (1921) bei allen pankreastektomierten 
Hunden einen Tag nach der Operation eine schwere himorrha- 
gische Gastritis auf. 

Also konnen wir nicht ohne weiteres entscheiden, ob meine 
obigen Resultate ganzlich dureh den Pankreasausfall erklart 
werden koénnen; doch ist es sicher, dass das Pankreas fiir den 
Schwefelstoffwechsel der Thoracicuslymphe eine sehr grosse Rolle 
spielen muss. 

Die Resultate obiger Experimente liefern also eine weitere 
Bestatigung fiir meine Annahme, dass die Schwefelgehaltszunahme 
durch Vagusreizung bzw. Glukoseinjektion beim normalen Hund 
ihre Quelle, wenigstens mehr als zur Halfte, in der Pankreastitig-. 
keit haben diirfte. 


V. ZuSAMMENFASSUNG. 


Als Schlussfolgerung kann Verfasser Folgendes angeben: 

1. Bald nach der Pankreasexstirpation zeigt der Schwefel- 
gehalt der Thorcicuslymphe nur eine geringe Neigung zur allmah- 
lichen Zunahme. 

2. Die Vagusreizung tibt keine starke Veraénderung auf diese 
Verhaltnisse aus. 

3. Der Gehalt an Gesamtschwefel in der Thoracicuslymphe 
steigt nach Traubenzuckerinjektion ab und kehrt nach einer 
bestimmten Zeit zum normalen Wert zuriick. 

4. Diese Resultate unterscheiden sich betrachtlich von denen 
beim normalen Hund. Verfasser ist der Meinung, dass der Unter- 
sehied wahrscheinlich in dem Pankreasausfall seine Quelle haben 
diirfte. 
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UBER DEN SCHWEFELGEHALT DES PANKREAS- 
BLUTES UND DER THORACICUSLYMPHE. 


IV. Uber die Beeinflussung des Schwefelhauschalts der 
Thoracicuslymphe 1). des Hundes mit unterbundenem 
Pankreasgang und 2). des normalen Hundes 
nach Sekretininjektion. 


Von 
SHIRO KUMAMI. 


(Aus dem physiologischen Institut der medizinischen Fakultét zu Nagasaki. 
Direktor: Prof. Dr. D. Ogata.) 


(Eingegangen am 20. Juli 1934). 


J. EQNuerruna. 


Es steht heute fest, dass das Pankreas aus zwei verschiedenen 
Geweben besteht, namlich dem Driisengewebe, das die Pankreas- 
saftsekretion ausftihrt, und den Langerhansschen Inseln, die aus- 
schliesslich die Innersekretion durehfiihren. Nach den Versuchen 
von London und Kotschneff (1931) besteht zwischen der 
djusseren und der inneren Sekretion der Bauchspeicheldriise kein 
Parallelismus und tiberhaupt kein regelmdssiger Zusammenhang. 
Im Gegensatz zu diesen Angaben behauptet Hoshi (1926) aber, 
dass zwischen beiden ein inniger Zusammenhang vorhanden ist. 
Also herrseht heute noch keine Einigkeit iiber die Korrelation der 
ausseren und inneren Sekretion. 

Verfasser berichtete schon in der II. und III. Mitteilung, dass 
das Pankreas fiir den Schwefelstoffwechsel der Brustganglymphe 
eine sehr grosse Rolle spielt; wegen des Gegensatzes der obener- 
wihnten Anschauungen steht aber noch nicht fest, ob die Schwefel- 
gehaltsverinderungen in der IT. und III. Mitteilung ganzlich durch 
die Langerhansschen Inseln verursacht wurden. 

Nach der Arbeit von Kiyohara (1933) (in unserem Institut) 
scheint das Parenchym der Bauchspeicheldriise 30 Tage nach 
Gangunterbindung erheblich zu degenerieren, um nach etwa 2 
Monaten zum fast volligen Schwund zu kommen; dagegen wurde 
eine betrachtliche Zunahme der Inseln an Zahl und Grosse kon- 
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statiert. In Bezug auf die Tatsache, dass das Parenchym nach 
Gangunterbindung degeneriert und schliesslich zum Schwund 
kommt, stimmen die Resultate von fast allen Autoren ausser 
Lombroso (1904) und Fischer (1916) tiberein. 

Weiter, wenn auch Massaglia (1915), Sauerbeck (1904), 
Lowenfeld und Jaffé (1914) u.a. iiber die Degeneration der 
Inselgewebe lingere Zeit nach der Gangunterbindung berichteten, 
so ist es doch heute eine von vielen Autoren histologisch und 
funktionell fast aufgeklarte Tatsache, dass das Inselgewebe im 
gesunden Zustand nicht nur erhalten wird, sondern sogar sich 
vergrissert, wie Laguesse tnd Gontier de la Roche (1902), 
Kiyohara (1933), Alpern und Besuglow (1928) u.a. behaup- 
ten. Nach den Versuchen von Demel und Krammer (1930) 
verandert sich der Insulingehalt des gangunterbundenen Pankreas 
nicht gegen den des normalen Pankreas; dagegen behaupten 
Herxheimer und Carpentier (1927), dass der Insulingehalt 
des Pankreas sich durch Gangunterbindung 5—6fach im Vergleich 
zur Norm vergrossert. 

In Bezug auf den Blutzuckerwert nach Gangunterbindung 
beobachteten Nather, Priesel und Wagner (1926), Cacecuri 
(1928), Herxheimer, Jorns (1926), Alpern und Besuglow 
(1928) u.a. allmahliche Senkung und gleichzeitig erhohte Zucker- 
toleranz und vermuteten, dass diese Erscheinungen als Folgezu- 
stande einer mit der Atrophie des der ausseren Sekretion dienenden 
Parenchyms einhergehenden Wucherung des insularen Apparates 
aufgefasst werden kénnen. Nach den Angaben von Wohlgemuth 
und Mochizuki (1924) und Wohlgemuth und Seo (1925) 
hingegen soll das Kaninchen auf diesen Eingriff in gerade 
entgegengesetzter Weise reagieren. Die Versuche dieser Autoren 
zeigten, dass der Blutzucker allmahlich ansteigt und die Zucker- 
toleranz sich vermindert, und dass sich nach einiger Zeit alle 
Symptome einer ,,Sympathikotonie’‘ einstellen; weiter wiesen 
Gahler, Ladurner und Unterrichter (1928), Akiyama 
(1930) u.a. nach, dass obwohl der Zuckerwert des Blutes sich fast 
nicht verdndert, die Zuckertoleranz herabgesetzt wird und 
behaupteten, dass die auf die Pankreasgangunterbindung folgende 


Schwefelgehalt der Thoracicuslymphe. 443 


Atrophie des Organes auch mit zur Beeintrachtigung der Funk- 
tionstiichtigkeit des Inselorganes fiihrt. 

Ks gibt also heute noch keine Entscheidung iiber die Verander- 
ungen des Blutzuckerspiegels nach der Pankreasgangunterbindung. 

Alpern und Besuglow (1928) stellten fest, dass durch 
Unterbindung des Ductus pancreaticus eine Reihe von langan- 
haltenden Erscheinungen, welche Verainderungen des Kohlen- 
hydrat-, Fett- und Mineralstoffwechsels bedingen, hervorgerufen 
wird, und dass diese Verénderungen auf erhdhter Inkretion des 
Inselapparates beruhen und mit denjenigen Verdnderungen 
identisch sind, die nach Insulinapplikation beobachtet werden. 

Auf Grund obiger Angaben kann man leicht verstehen, dass 
die Resultate, die von Experimenten beim Hund mit unter- 
bundenem Pankreasgang (40-60 Tage nach Unterbindung) 
stammen, eine innigere Beziehung zu dem Inselgewebe als zu dem 
Parenchym haben diirften. 

Andererseits ist Verfasser dureh den Wunsch, tiber die 
Beziehung zwischen dem Schwefelgehalt der Lymphe und der 
dusseren Sekretion des Pankreas nach Sekretininjektion Klarheit 
za gewinnen, zur vorliegenden Untersuchung getrieben worden 
und erreichte dabei die folgenden Ergebnisse. 


Il. Meruopirk DER VERSUCHE. 


A. Versuchsmaterral. Zum Versuehe dienten erwachsene, 
gesunde, mittelgrosse (itiber 8.0 kg), tiber 24 Stunden lang 
gehungert habende Hunde. 

Die Ausfiihrungsgange der Bauchspeicheldriise waren unter- 
bunden worden, und am 40-60 Tage nach der Operation gewann 
man die Brustganglymphe dieses Hund durch ganz die gleiche 
Form der Narkose, der Operation usw. wie in der II. Mitteilung. 

B. Narkose und Operation. Die Form der Narkose war ganz 
gleich wie die in der IJ. Mitteilung. Die Operationen, die wir 
durehfiihrten, wurden in folgender Weise vorgenommen: nach 
Laparotomie und Exporziehen des Duodenums mit dem Pankreas 
wurden doppelte Ligierungen nicht nur auf die Haupt- und Neben- 
ausfiihrungsgange der Bauchspeicheldriise, sondern auch auf den 
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Gang, der die zwei Gange verbindet, auf letzteren wenigstens an 
liber 2 Stellen, angelegt. Fast die Halfte der operierten Tiere 
kénnen dem Tod nicht entgehen unter den Symptomen von 
Diarrhoe, Abmagerung usw, 40-60 Tage nach der Operation 
degenerierte der grossere Teil des Parenchyms; in 3 Fallen aber 
blieb ein taubeneigrosses gesundes Gewebe am Kopfteil des 
Pankreas zuriick. 

Die Gewinnung und die Behandlung der Lymphe erfolgten 
ganzlich nach derselben Methode wie in der II. Mitteilung. 

C. Versuchsmethodik. Es wurde der Gesamtschwefelgehalt 
in 10cem Lymphe von jeder Stundenmenge durch die gleiche 
Methode, wie in der II. Mitteilung, gemessen. 


III. VzERSUCHSERGEBNISSE. 


A. Schwefelgehalt der Thoracicuslymphe des Hundes mit 
unterbundenem Pankreasgang. 
1. Schwefelgehalt der Thoracicuslymphe des hungernden 
Hundes. 
TABELLE I. 


(Gesamtschwefelgehalt in 100 cem der Thoracicuslymphe des 
hungernden Hundes.) 


¢ Korper-| Tage n.| 0.5-1.5 | 1.5-2.5 

Datum | Tier |gewicht| Gang- 

(1934) Nr. (kg) u.| unter- 
Geschl. |bindung 


2.5-3.5 | 3.5-4.5 | 4.5-5.5 


Stunden nach der Operation 


is/iv| 12 |s005 |} 41 7,54 | 1,37 | 748 | 7,54 | 7,52 


Vergleicht man diese Resultate mit denen des normalen 
Hundes (II. Mitteilung), so kann man keinen deutlichen Unter- 
schied finden. Namlich der Schwefelgehalt der Brustganglymphe 
sechwankt stiindlich in leichtem Grad, doch tritt keine grosse 
Schwankung bis 6-7 Stunden nach der Operation auf. 

2. Schwefelgehalt der Thoracicuslymphe nach. Trabenzucker- 
injektion. Zu Beginn der zweiten Stunde spritzten wir dem Hunde 
nach der gleichen Methode und in der gleichen Dosis wie in der IT. 
Mitteilung Glykose ein. 

Wie man aus Tabelle II. ersieht, ruft in allen Fallen die In- 
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TABELLE IT. 
(Schwefelgehalt in 100 cem der Thoracicuslymphe nach 
Traubenzuckerinjektion. ) 


. Kérper-| Tage n.|-0.5-1.5 | 1.5-2.5 | 2.5-3.5 | 3.5-4.5 | wee 
Datum | Tier |gewicht| Gang- 
(1934) Nr. (kg) u.| unter- 


Geadhnibindung Stunden nach der Operation 


so/iv!| 5 | 8008] 43 7,16 | 7,47 | 7,42 
2/V 6 |12,003! 58 7,26 | 7,38 | 7,39 


,jektion von Traubenzucker eine missige Zunahme des Schwefel- 
gehaltes bei der 1.- und 2.-Stundenlymphe nach der Injektion 
hervor, im Vergleich mit der vor der Injektion gesammelten 
Lymphe; und der Gehalt vermindert sich bei der 3.- und 4.- 
Stundenlymphe aut beinahe denselben Wert wie vor der Injektion. 

Das Resultat stimmt also mit dem am normalen Hund voll- 
standig tiberein. 

3. Schwefelgehalt in der Lymphe des Hundes, bei welchem 
der N. vagus gereizt wurde. Vor Anlegung der Lymphfistel hatten 
wir den rechten N. vagus am Halse durchschnitten und reizten zu 
Beginn der zweiten Stunde nach der eleichen Methode wie in der 
II. Mitteilung. 


TABELLE III. : 
(Schwefelgehalt in 100 ccm der Lymphe des Hundes, bei welchem der 
N. vagus gereizt wurde.) 


a 


1.5-2.5 .5-8.5)3.5-4.5 4.5-5.5 


Korper-| Tage n.| Rei- /|0.5-1.5 
Datum | Tier j|gewicht} Gang- | zungs- 


(1934) Nr. (kg) u.} unter- | dauer cs ; 
Gesehl. |bindung | (Min.) Stunden nach der Operation 


23/1V 9 |12,009]| 47 4 7,31 
30/,, TNT 2-00'3 54 4,5 6,82 


7,65 
7,08 


7,26 
6,62 


7,31 | 7,57 
6,69 | 6,87 


Wie man aus obiger Tabelle ersieht, steigt der Schwefelgehalt 
‘der 1.-Stundenlymphe nach der Reizung um 0,26-0,34 mg im Ver- 
gleich mit der vor der Reizung gesammelten Lymphe. Schon in 
der 2.-Stundenlymphe kehrt der Schwefelgehalt zum Anfangs- 
niveau zuriick, und verharrt darauf auf fast gleichem Niveau. 

Auch diese Ergebnisse stimmen mi denen am normalen Hund 
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eadnzlich tiberein, 

B. Schwefelgehalt der Thoracicuslymphe nach Sekretininjek- 
tion. Zu Beginn der zweiten Stunde spritzten wir dem normalen, 
24 Stunden lang gehungert habenden Hunde Sekretin (2.0 eem pro 
Kilo.) in die Femoralvene ein, das nach Bayliss und Starling 
(1902) aus der Schleimhaut des Schweinezwolffingerdarmes her- 
gestellt wurde. Gemass der Vorsichtsmassregel von Bainbridge 
(1900/1902/1905), war man bestrebt die Injektionsgeschwindig- 
keit méglichst gleich und ganz langsam (2.0cem pro Minuten) zu 
halten. Weiter bei Nr. 4 in Tabelle [V., dem Beispiel von Bain- 
bridge sowie auch Falloise(1902) folgend, unterband man nach 
Laparotomie den ,,Portal lymphaticus‘‘ zur Trennung der Thoraci- 
cuslymphe von der Leber; die darauffolgende Nachbehandlung war 
ganz gleich wie in der IJ. Mitteilung. 


TABELLE IV. 


(Schwefelgehalt in 100 cem der Thoracicuslymphe nach 
Sekretininjektion. ) 


Korper- | 05-15 | 1.5-2.5 | 2.5-3.5 | 3.5-4.5 4.5-5.5 
Datum Tier gewicht 
(1934) Br. Ga) v. Stunden nach der Operation 
. 237V 1 12,30 6 7,10 
yy ee 2 16,00 8 7,26 
29/,, 4 16,00 3 7,20 
1/IV 5 14,50 ¢ 6,98 
Durchschn. 14,70 7,14 


Die Ausflussgeschwindigkeit der Brustganglymphe in der 1.- 
Stunde nach der Injektion stieg fast aufs zweifache, im Vergleich 
mit der vor der Injektion, sie kehrte aber schon in der 2. Stunde 
zum Anfangsniveau zurtick. In Nr. 4 iibte auch die Injektion auf 
den Lymphfluss eine leichte Vermehrung in der 1. Stundenlymphe 
nach der Injektion aus. 

In Bezug auf den Schwefelgehalt der Lymphe, wie aus obiger 
Tabelle ersichtlich ist, bemerkt man fast keine Veranderung in der 
1. Stundenlymphe nach der Injektion, im Vergleich mit der, die 
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vor der Injektion gesammelt wurde; d.h. es gibt nur eine sehr 
leichte Zunahme. Die Lymphen, die spater als 2 Stunden nach 
der Injektion gesammelt wurden, haben eine Neigung zu leichter 
allmahlicher Zunahme des Schwefelgehaltes, aber die Verander- 
ungen sind relativ regelmassig und dhneln denen des pankreas- 
exstirpierten Hundes (III. Mitteilung). 


1V. Diskussion. 


Die Traubenzuckerinjektion und die Vagusreizung bei dem 
Hunde mit unterbundenem Pankreasgang rufen jede fiir sich eine 
Schwefelgehaltsvermehrung der Brustganglymphe hervor und 
diese Resultate stimmen mit denen, die am normalen’ Hunde 
gewonnen wurden, ganz tiberein. Pawlow (1928), Popielski 
(1896/1907), Nakagawa(1925), Hamasaki(1933) (in unserem 
Institut) u.a. stellten fest, dass N. vagus nicht nur zur Inner- 
sekretion des Pankreas, sondern auch zur dusseren Sekretion des- 
selben eine innige Beziehung hat. 

In meinen Versuchen aber erzeugte die Vagusreizung die 
gleiche Schwefelgehaltszunahme beim normalen Hunde und dem 
mit unterbundenem Pankreasgang. 

Diese Ergebnisse zeigen eine wahrscheinlich nur sehwache 
Beziehung zwischen der dusseren Sekretion des Pankreas und dem 
Lymphschwefelgehalt des Brustganges, wenn eine solche tiberhaupt 
vorhanden ist. 

Andererseits erwaihnte Verfasser schon vielmals, dass der 
Traubenzucker ein physiologischer Erreger der Inkretion der 
Bauchspeicheldriise ist. 

Suzuki (1928) wies nach, dass intravenése Injektion von 
konzentrierter Traubenzuckerlosung die aussere Sekretion des 
Pankreas vermindert, entsprechend den Resultaten der Experi- 
mente vieler Autoren iiber Magensaft-, Mundspeichelsekretion usw. 
Soweit aus den uns zuganglichen Refraten ersichtlich ist, findet 
man keine Berichte, die eine reizende Wirkung der intravenésen 
Zuckerinjektion auf die Pankreassaftsekretion nachweisen. Meiner 
Meinung nach weisen die Resultate auf die Moéglichkeit hin, dass 
die Schwefelgehaltszunahme der Lymphe durch Dextroseinjektion 
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bzw. Vagusreizung wenigstens mehr als zur Halfte ihre Ursache 
in den Langerhansschen Inseln haben dirfte. 

Weiter gibt die Veranderung des Schwefelgehaltes der 
Lymphe nach Sekretininjektion meiner obenerwihnten Meinung 
eine weitere Bestatigung. 

Die starke Erregung der Pankreassaftsekretion durch Sekretin- 
injektion steht fest, seit der bekannten Arbeit von Bayliss und 
Starling (1902), und der Parallelismus zwischen der Pankreas- 
saftsekretion und der Lymphfiusszunahme durch Sekretininjektion 
wurde auch schon von Bainbridge nachgewiesen. Hinsichtlich 
der Frage, ob Sekretin auf die Innersekretion der Bauchspeichel- 
driise von Hinfluss ist, ist man sich heute noch nicht ganz klar. 

Bainbridge und Beddard, Pariset (1906), Mellanby 
(1926/’28) u.a. bemerken keine Einfliisse, doch behaupten 
Abelous und Soula (1920), Lambert und Hermann (1925) 
usw., dass durch Sekretininjektion eine Hyperglykamie auftritt, 
und ebenso bemerkten entgegen diesen Annahmen Dakin und 
Ransom (1906), Oehme und Wimmers (1923) eine hypogly- 
kaémische Wirkung des Sekretins. Und nach den Arbeiten von 
Freud und Siaadi-Nazim (1926), Zunz und Barre (1928), 
Gley und Hazard (1928) usf. wird das Sekretin zum Pankreas 
transportiert, reizt dort das Inselgewebe, um das Insulin ins Blut 
hineinfliessen zu lassen, und setzt dadurch den Blutzuckerspiegel 
herab. 

Auf alle Falle ist es zweifellos, dass die Steigerung der Tatig- 
keit des Inselapparates durch Sekretininjektion sehr leichtgradig 
ist, im Vergleich mit der des Parenchyms durch dieselbe. 

Der interessanteste Punkt liegt darin, dass der Schwefelgehalt 
der 1.-Stundenlymphe nach der Sekretininjektion, in welchem 
Stadium das Parenchym des Pankreas sich in lebhafter Tatigkeit 
befindet, keine deutliche Verainderung zeigt, wie aus Tabelle IV. 
ersichtlich ist, im Vergleich mit der Lymphe, die vor der Injektion 
gesammelt wurde. 

Aus diesen Ergebnissen kann man eine innige Beziehung 
zwischen dem Lymphschwefelgehalt und der Pankreassaftsekretion 
nicht bejahen. 
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Ferner, aus dem Resultat an Nr. 4 in Tabelle IV., wird auch 
ein inniger Zusammenhang zwischen der Leber und dem Lymph- 
schwefel ausgeschlossen. 

Aber die Ursache der stiindlichen, allmahlichen Steigerung des 
Schwefelgehaltes der Lymphe nach Sekretininjektion bleibt unklar. 

Aus obigen Erwaigungen kommt Verfasser zum Schluss, dass 
es das Langerhanssche Inselgewebe und nicht das Parenchym ist, 
das mit dem Schwefelstoffwechsel der Brustganglymphe in innig- 
stem Zusammenhang steht. 

Wenn man bedenkt, dass der Inselapparat ausschliesslich die 
Insulininkretion ausfiihrt, so ist es keine grundlose Ansicht, dass 
die Schwefelgehaltszunahme der Lymphe dureh Vagusreizung bzw. 
Traubenzuckerinjektion, d.h. die Schwefelzunahme der Brustgan- 
glymphe in der lebhaften Insulininkretionsperiode, wenigstens 
mehr als zur Halfte ihre Quelle in der Insulinzunahme haben 
dirfte. 

V. ZUSAMMENFASSUNG. 


Bei Hunden wurde das Pankreas durch Pankreasgangunter- 
bindung zur Atrophie gebracht und der Einfluss dieses Eingriffs 
auf den Lymphschwefelgehalt untersucht. Die Ergebnisse sind 
folgende: 

1. Der Gehalt an Gesamtschwefel in der Brustgang]vmphe 
beim Hund mit unterbundenen Pankreasgang steigt nach Trau- 
benzuckerinjektion deutlich an und kehrt nach einer bestimmten 
Zeit wieder zum Antangsniveau zuriick. 

2. Vagusreizung hat gleicherweise eine Steigerung zur Folge. 

3. Intravendse Injektion von Sekretin beim normalen Hund 
erzeugt keine deutliche Verainderung im Lymphschwefelgehalt. 

4. Hs ist hochst wahrscheinlich, dass, wenigstens mehr als 
zur Hilfte, die Schwefelzunahme in der Lymphe infolee der In- 
kretionssteigerung der Bauchspeicheldriise stattfindet. 
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UBER DIE KATALYTISCHE DECARBOXYLIERUNG 
DER $-KETOSAURE. 


Von 


KENZI BENIYA. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie 
zu Chiba. Direktor: Prof. S. Akamatsu.) 


(Eingegangen am 27. Juli 1934) 


Asakawa (1929) hat friiher die fermentative Hydrolyse der 
verschiedenen Phosphorsaureester untersucht und die Theorie des 
Wirkungsmechanismus der Phosphoesterase angegeben. Seine Ex- 
perimente wurden spater von Manaka (1931), Uzawa (1932) 
und Hotta (1934) ergénzt. Die Phosphoesterase, die damals von 
Asakawa diskutiert wurde, gehért zu der Phosphomonoesterase 
erster (Ph-Optimum 3.2) und dritter Gruppe (Ph-Optimum 9.0) 
in unserem jetzigen Sinne. Uzawa (1932) hat die Anwesenheit 
der Phosphomonoesterase zweiter Gruppe (Ph-Optimum 5.6) in 
Reiskleie festgestellt und die drei Phosphomonoesterasen den drei 
Proteinasen gegentibergestellt, nadmlich Pepsin, Papain und 
Trypsin. Der Wirkungsmechanismus der Phosphomonoesterasen 
wurde von ihm zusammenfassend berichtet. 

Es ist als ein sehr wichtiger Befund zu erwahnen, dass die 
Hydrolysengeschwindigkeit dureh den Dissoziationszustand des 
Ferments und des Substrats bestimmt wird. Die Beeinflussung 
der Reaktionsgeschwindigkeit durch die Dissoziation der zerleg- 
baren Substanz und des den Zerfall katalysierenden Agens wurde 
von Widmark und Jeppsson (1922) bei dem Experiment iiber 
die Deearboxylierung der Acetessigsaure auseinandergesetzt. 

Von Standpunkt der Phosphatasenstudien in hiesigem Institut 
hat der Verfasser die katalytische Decarboxylerung der $-Keto- 
sdure untersucht, namlich der Acetessigséure und der Acetondicar- 
bonséure. Die Experimente wurden beabsichtet, um zu bestimmen, 
erstens den Einfluss der chemischen Konstitution der katalysieren- 
den Substanzen auf die Decarboxylierungsgeschwindigkeit der 
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erwihnten f-Ketosdiuren und zweitens die Abhingigkeit der Decar- 
boxylierung mit den elektrochemischen Zustanden des Katalysators 
und der Ketosaure. 

Zuerst wurden die verschiedenen Substanzen, die tiber 30 N- 
haltige Verbindungen umfassen, bei variierenden Azidititen PH 
4-9 auf Acetessigsiure einwirken lassen. Die Acetessigsiure selbst 
zertallt ohne Katalysator spontan und die Decarboxylierung nimmt 
dabei zu mit der steigenden Aziditaét des Mediums. Daher ist bei 
der Ermittelung der katalytischen Aktivitét diese spontane Decar- 
boxylierung immer in Erwagung zu ziehen. Decarboxylherung der 
Acetessigsiure schreitet fort ohne Katalysator oder unter der 
Katalyse der wirksamsten Substanz selbst bei Pu 4 lineal steigend, 
daher kann man aus der Differenz der zerfallenen Ketosauren- 
menge bei Katalysatorzusatz einerseits und ohne Zusatz anderer- 
seits die Aktivitit des betreffenden Katalysators besprechen. Was 
ich an den untersuchten N-haltigen Verbindungen iiberhaupt 
beobachtete, war, dass sie in neutraler oder schwach alkalischer 
Reaktion den Zerfall der Acetessigsiure niemals zu beschleunigen 
im Stande waren. Der <Acetessigsiureabbau wurde durch die 
Ermittelung der unangegriffenen Sadure verfolgt, darum war die 
Katalyse der Acetessigsdurespaltung in 2 Molekiile Essigséure auch 
auszuschliessen. Als der beschleunigte Zerfall bemerkt wurde, war 
die Reaktion immer sauer, und die katalytische Wirkung nahm 
zu mit der steigenden Aziditaét bis Px 4. 

Unter den untersuchten Substanzen waren katalytisch aktiv 
Anilin, 0-, m- und p-Phenylendiamin, o-Aminophenol, Athylen- 
diamin und a, /-Diaminopropionséure. Die Aktivitaét war nicht 
gleichartig und ein Zusammenhang der Aktivitét mit der chemi- 
schen Konstitution war dabei anzunehmen. Anilin war, wie friiher 
angegeben, wirksam. Aber dem Methylanilin fehlte die Be- 
schleunigung der Decarboxylierung. Fir die Katalysenfahigkeit 
ist eine unbesetzte Aminogruppe erforderlich. In diesem Sinne 
waren Pyridin und Chinolin unwirksam. Athylamin besass keine 
katalytische Wirkung. Man darf aber nicht sagen, dass die 
aliphatischen Amine tiberhaupt die Decarboxylierung nicht 
katalysieren kénnen, weil es festgestellt wurde, dass Athylendiamin 
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und a, /-Diaminopropionsaure fast gleiche Wirksamkeit wie Anilin 
zeigten. Die Aktivitét des Diamins wurde auch bei aromatischer 
Reihe bestatigt. m- und p-Phenylendiamine tibten die katalytische 
Wirkiung in gleichem Grade aus wie Anilin. Die Wirkung des 
e-Phenylendiamins war aber enorm stark und fast unvergleichbar 
mit allen anderen untersuchten Substanzen. Die Wirkung des o0- 
Aminophenols war fast gleich stark wie das Anilin. Anthranil- 
siure war ganz unwirksam. Man sieht hier einen innigen Zusam- 
menhang der katalytischen Aktivitaét und der chemischen Konstitu- 
tion der Katalysatoren. Das Decarboxylierungsvermégen des 
Anilins verschwindet bei der Einftihrung einer COOH-Gruppe in 
o-Stellung, dagegen bleibt sie unverindert bei OH-Einfiihrung. 
Die zweite Aminogruppe des Phenylendiamins in m- oder p- 
Stellung ubt keinen Einfluss auf die katalytische Aktivitat der 
ersten Aminogruppe. Die enorm starke Steigerung der Aktivitat 
wird aber durch die zweite Aminogruppe in o-Stellung hervor- 
gerufen. 

Nach Pollak (1907) beschleunigen Leberbrei und Blutserum 
die Decarboxylierung der <Acetessigséure. Der Versuch wurde 
nachgepriift, aber er ergab, dass sowohl der Organbrei als auch 
das Blut keinen vermehrten Zerfall der Acetessigséure verur- 
sachten. Jener Autor konnte weiter an verschiedenen Eiweiss- 
korpern, ihren Abbauprodukten und sogar an Leucin, Alanin, 
Asparagin, Formamid und Harnstoff eine deutliche katalytische 
Wirksamkeit beobachten. Durch die oben erwihnten Experimente 
wissen wir nun, dass auch die aliphatischen Amine unter Um- 
stinden je nach chemischer Konstitution decarboxylierungsfahig 
sind. Daher wurden verschiedene Aminosduren in die Versuche 
einbezogen. Glycin, Alanin, Serin, Isoserin oder Cystein war 
unwirksam. Asparaginséure und Asparagin waren auch un- 
wirksam. Wie oben angegeben, hat der Verfasser nicht versdumt, 
die Wirkung solcher Verbindungen auch in neutraler oder alkali- 
scher Reaktion zu priifen. Diaminosiuren, namlich Histidin, 
Arginin und Lysin dusserten kein katalytisches Vermégen. Die 
Nichtaktivitat des Lysins ist interessant in Vergleich mit der 
wirksamen a, f-Diaminopropionséure. Wenn man das Verhiltnis 
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bei den Phenylendiaminen, dass das 0-Phenylendiamin erstaunlich 
stark wirksam, aber das m- oder p-Phenylendiamin nur massig wie 
Anilin wirksam ist, in Betracht zieht, kann man schliessen, dass 
die a, f-Diaminopropionséure ihre Aktivitat den zwei Amino- 
gruppen an den benachbarten Kohlenstoffatomen verdankt. e- 
Aminogruppe des Lysins ist zu weit entfernt, um die a-Amino- 
eruppe fiir die Decarboxylierung zu aktivieren. Der Verfasser 
hat weiter mit Glukosamin, Cysteinséure, Taurin, Cholin, 
Hydroxylamin und Ammoniumsalz untersucht, ohne irgendeine 
katalytische Wirksamkeit zu konstatieren. 

Die bei Acetessigsaure beobachtete katalytische Decarboxy- 
lierung wurde dann bei Acetondicarbonsaure untersucht. Diese 
B-Ketosaure soll zuerst unter COz-Abspaltung die Acetessigsadure 
bilden, die dureh die zweitstufige Decarboxylierung in Aceton 
zerfallt. Daher kann man ohne weiteres erwarten, dass der bei 
Acetessigsdure ermittelte Zusammenhang der katalytischen Akti- 
vitat mit der chemischen Konstitution der aktiven Substanzen 
wieder hier reproduzierbar sein muss. Die Experimente ergaben 
bejahende Ergebnisse. o-Phenylendiamin war am wirksamsten, m- 
und p-Phenylendiamine waren wirksam fast in gleichem Grad wie 
Anilin, und Athylendiamin und a, £-Diaminopropionsiure iibten 
auch katalytische Decarboxylierung, aber Glycin und Alanin waren 
ganz unwirksam. 

' Hinsiehtlich der Theorie iiber den Wirkungsmechanismus der 
Phosphomonoesterase interessiert uns die Angabe von Widmark 
und Jeppsson (1922) und Ljunggren (1925). Nach diesen 
Autoren reagiert die Acetessigsiure in der undissoziierten Molekil- 
form mit dem undissoziierten Anilinmolekiil. Die elektrolytische 
Dissoziation verandert sich selbstverstandlich nach der Wasser- 
stoffzahl des Mediums. Das Massenwirkungsgesetz fordert, dass 
die maximale Reakitonsgeschwindigkeit bei Zusammenwirken der 
Acetessigsdure und Anilin in soleher Aziditét realisiert werden 
ks + (3-4 Bp) aS ist, wo Pks der negative Logarithmus 
der Dissoziationskonstante der Acetessigsiure und Pks derselbe 
des Anilins ausdriickt. Pks ist 3.5 und Pks 9.34. Die optimale 


muss, als PH= 
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Aziditét der katalytischen Decarboxylierung der Acetessigsdure 
dureh Anilin ist daher 4.08. Widmark, Jeppsson und Ljung- 
gren konnten das berechnete Optimum experimentell verwirk- 
lichen. Ich habe zuerst das Experiment jener Autoren nach- 
gepriift und ihr Resultat bestadtigt. Da der Verfasser vorher 
bewies, dass die Decarboxylierung der Acetessigsdure durch ver- 
schiedene Katalysatoren mit der steigenden Aziditaét des Mediums 
zunahm, wurde der Versuch in den mit Citrat gepufferten Lésungen 
von verschiedenen Aziditaten zwischen PH 1.3—5.3 ausgefiihrt. Das 
Optimum der Anilinkatalyse war Pu 3.8 und nach beiden Seiten 
fiel die Pu-Decarboxylierungskurve allmahlich ab. Der wirksamste 
Katalysator, o-Phenylendiamin, wurde dann auf seine PH-Ab- 
hangigkeit des Decarboxylierungsvermégens untersucht. Da o- 
Phenylendiamin dusserst stark wirksam war, wurde eine 10 fach 
verdiinntere Lésung als die bei Anilin zum Experiment gebraucht. 
Das gepriifte Pu-Gebiet war aus demselben Grund wie bei Anilin 
1.1-5.3. Das Optimum wurde bei PH 3.6 beobachtet. o-Pheny- 
lendiamin hat zwei Dissoziationskonstanten. Nach Kuhn und 
Zumstein(1926) sind sie 3.2x 107° und 1.6 x107%, daher Pks; = 
9.5 und Pkpz,=12.8. Das experimentell ermittelt PH-Optimum 
stimmte also mit (3.5+4.5)/2. Man kann hier wieder sagen, dass 
das undissoziierte Acetessigsduremolekiil mit dem in erster Stufe 
undissoziierten o-Phenylendiamin reagiert. Aber wenn man die 
Pu-Abhangigkeit von dem decarboxylatischen Vermdgen des o- 
Phenylendiamins mit der des Anilins vergleicht, merkt man, dass 
im PuH-Gebiet 1-3 das o-Phenylendiamin sich etwas anders verhalt 
als das Anilin. Die katalytische Decarboxylierung ist im Fall von 
Anilin bei PH 2 fast nicht mehr zu beobachten, dagegen mit 
o-Phenylendiamin ist sie noch deutlich vorhanden und auch bei 
PH 1 noch bemerkbar. Diese decarboxylatische Wirkung des o- 
Phenylendiamins kann ohne weiters seiner zweiten Aminogruppe 
zugeschrieben werden, deren Pk=12.8 ist. Diese zweite Amino- 
eruppe ist selbstverstandlich weit weniger wirksam als die erste 
Aminogruppe, aber wenn man in Betracht zieht, dass bei Pit 4+ das 
o-Phenylendiamin in 10 fach verdiinnter Konzentration fast die 
gleiche Katalyse wie das Anilin ausiibt, ist die katalytische 
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M/10 Anilin 


Wirkung der zweiten Aminogruppe des o-Phenylendiamins nicht 
zu gering zu schatzen. 

Pu-Optimum des katalytischen Acetessigsiurezerfalls. Ordi- 
nate: decarboxylierte Acetessigsdure in N/10 Jod (cem), Abszisse : 
Pu. 


EXXPERIMENTELLER TEIL. 


M/10 Acetessigsdurelésung wurde nach Widmark aus Acet- 
essigsituremethylester (Kahlbaum) hergestellt. 1.09 cem Methylester 
wurden in 100 cem Messkolben mit NV/10 Natronlauge bis zur Marke 
aufgefillt und 12 Stunden im Thermostat von 25°C gelassen. 
Dieses war die Hydrolysenmischung. Unter ‘dieser Bedingung 
vollzieht sich nach Ljunggren (1924) die Verseifung des Esters 
schon in 5 Stunden vollstindig. Der Acetessigsaurezerfall in 
alkalischer Loésung war sehr gering, daher war die Hydrolysen- 
mischung binnen 12 Stunden wenigstens als unverdndert zu 
betrachten. Sie wurde bei jedem Versuch frisch bereitet. 

Acetondicarbonséure wurde nach Willstatter und Pfan- 
nenstiel (1921) dargestellt. Sie wurde in Exsikkator iiber 
Schwefelsaure aufbewahrt. Das Praparat enthielt etwas Schwefel- 
sdure und war nicht ganz rein. Daher wurde der Acetondicarbon- 
sduregehalt durch die Bestimmung des Acetons ermittelt, das bei 
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Erhitzen mit Schwefelsdure iiberdestilliert wurde. Beim Versuch 
wurde jedesmal die daraus berechnete Menge der Acetondicarbon- 
sdure in Wasser gelést, mit Natronlauge gegen Lackmus neutrali- 
siert und bis zur Marke aufgefiillt. Damit konnte M/10 Lésung 
hergestellt werden. 

Zu jedem Versuch wurden die Ansatze foleender Zusammen- 
setzung bereitet. 


M/10 neutrale Ketosaurelésung 10 ccm 
Puffer Bos 
0.1 mol Katalysatorlosung ke ses 


Pufferlosung war M/2 Acetatessigsiure, M/10 Phosphat- 
gemisch oder Borax-Borsaure (Palitzsech). Die Versuche wurden 
bei 37°C ausgefiihrt und die Temperatur des Wasserbads elekt- 
risch reguliert. Pr wurde gleich nach der Anstellung der Ansitze 
elektrisch bestimmt, und zwar bei Anilin, Aminophenol, Pheny- 
lendiamin, Anthranilséure und Hydroxylamin mit Chinhydronelek- 
trode sonst mit Wasserstoffelektrode. 

Die Versuchsdauer war jedesmal 2 Stunden. Die ungespaltete 
Acetessigsiure wurde nach Widmark und Jeppsson wie folgt 
ermittelt. 20cem Versuchslosung wurden in Folins Reagenzglas 
einpipettiert, mit Normal-Natronlauge deutlich alkalisech gemacht 
und 30 Minuten stark durchliftet, um das entstandene Aceton 
volistindig zu entfernen. Dabei wurde die Luft vorher durch 
Jod-Alkali-losung geleitet zum Abfangen jodbindender Substanzen 
in der Laboratoriumsluft. Die Probe wurde dann mit 150 cem 
Wasser quantitativ in Sutosehen Dampfdestillations-apparat ein- 
gewaschen, mit Normal-Schwefelséure stark angesiuert und in 
soleher Weise der Wasserdampfdestillation unterworfen, dass man 
50 cem Destillat fiir jede 10 Minuten bekam. Die Destillations- 
dauer war 30 Minuten. Die Vorlage wurde mit Eis gekiihlt. Das 
iibergegangene Aceton wurde nach Messinger-Huppert jodome- 
trisch bestimmt. Die in folgenden Protokollen angegebenen Zahlen 
bedeuten die mit dem Aceton reagierten Mengen NV/10 Jod in cem 
und entsprechen der nicht zerfallenen Acetessigsiure. Die Ver- 
suche mit Acetondicarbonsdure wurden in gleicher Weise aus- 
gefiihrt. 
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A. Deearboxylierung der Acetessigsiure. 


1) ohne Katalysatorzusatz. 


Pu 3.76] 4.10| 4.38] 4.59) 4.81] 4.98] 6.13] 7.65} 8.89 


N/10 J cem 18.90 | 20.35 | 21.24] 21.66] 22.03] 22.28] 22.66] 22.85) 22.76 


2) Anilin-sulfat, 


Pu 3.60| 4.07] 4.30) 4.48] 4.72) 4.99] 6.03] 7.55] 8.84 


N/10 J eem 14.84} 16.53] 17.85} 19.35} 20.22] 20.90} 22.45] 22.81) 22.66 


Pu 3.62 4.21 4.68 5.10 6.30 7.73 8.64 


N/10 J ecm 14.52 16.85 18.84 20.29 21.83 22.65 22.49 


4) o-Phenylendiamin-hydrochlorid. 


PH 3.62 | 4.01 | 4.30] 4.45 | 4.73 | 5.04} 6.00] 7.42] 8.59 


N/10 J cem 2.30 | 3.30 | 4.70 | 6.71 | 9.08 | 12.25] 20.86) 22.65] 22.80 


5) m-Phenylendiamin-hydrochlorid. 


PH 3.48 3.96 4.42 4.93 5.80 7.42 8.74 


N/10 J eem 13.62 16.08 18:40 20.31 | '22.16 22.45 22.56 


6) p-Phenylendiamin-hydrochlorid. 


PH 3.48 3.91 4.43 4.88 5.91 7.33 8.57 


N/10 J cem 12.50 14.90 1%650 19.05 20.85 22.20 22.76 


7) a, B-Diaminopropionsiure-hydrobromid. 


PH 3.64) 4.01] 4.18] 4.49} 4.70] 4.98] 5.98] 7.42] 8.56 


N/10 J ecm 14.32} 15.02] 15.48] 16.47] 17.15] 17.82 | 19.52} 22.48) 22.32 


8) Athylendiamin-hydrochlorid. 


Pu 3.81| 4.18] 4.41] 4.52) 4.77) 5.05] 6.17] 7.66) 8.82 


N/10 J ecm 13.58 | 15.22 | 15.80] 16.00} 16.74] 16.95] 18.85] 21.31 | 22.45 
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9) Glykokoll. 


Pu 4.04 4.58 5.02 6.16 7.12 8.68 
N/10 J ecm 20.20 21.51 21.74 21.90 22.45 22.39 
E 10) Alanin. 
PH 4.01 4.52 5.04 6.10 7.62 8.73 
N/10 J eem 20.35 21.83 22.58 22.40 22.08 22.77 
11) Anthranilsaure. 
; Pu 4.11 4.56 5.21 6.11 7.84 ee 8.68 
N/10 J cem 19.94 ; 21.36 22.20 22.56 22.30 ; 23.04 
12) Kvreatinin, = zs 
* Pu 4.03 4.57 5.05 6.42 7.74 ; 8.85 
N/10 J com 20.88 22.09 22.50 22.61 22 65 re 22.70 
13) Histidin-monochlorhydrat. : 7 i 
PH 4.16 4.61 5.09 6.19 7.69 8.84 
N/10 J cem 19.70 20.82 ‘i 21.50 22:23 22.57 22.62 
14) Givcumakpalas 
PH 4.07 4.56 5.06 6.23 Wedel: 8.82 
N/10 J cem 20.35 21.82 22.45 22.79 22.64 22.75 
15) Arginin-sulfat. 
PH 3.93 ' 4.52 5.01 6.10 7.76 8.80 
7 NV/10 J eem 20.45 21.90 22.78 22.75 23.28 23.21 
16) Asparagin. 
PH 4.09 4.53 4.97 6.16 7.70 8.75 
N/10 J eem 20.18 a 21.71 99.10 22.32 22.49 22.66 
17) lLysin-monochlorhydrat. i 
PH : 4.13 4.60 5.07 6.20 7.70 8.77 
N/10 J eem 20.34 ; 21.66 7 22.20 22.43 22.48 22.53 
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18) Monomethylanilin-hydrochlorid. 


PH 3.76 4.36 5.32 7.22 8.56 
N/10 J cem 19.85 21.41 ‘3 22.04 22:67 22.83 22.89 
19) Athylamin-hydrochlorid. ‘ 
Pu 4.13 5.08 6.23 7.70 8.73 
N/10 J cem 19.77 21.68 22.36 22.60 22.78 
: 20) Chinolin-hydrochlorid, sr arr - 
PH 3.96 4.93 5.95 7.46 8.70 
N/10 J com 20.37 22.24 22.72 22.86 22.82 
21) Pyridin-hydrochlorid. 
PH 3.35 4.30 5.26 7.08 8.22 
N/10 I oe 20.29 21.96 22.70 22.83 22.73 
22) Glykosamin-hydrochlorid. 
PH 3.97 5.03 6.15 7.51 8.78 
“W/l0Seem| 19.93 21.30 22.10 22.41 22.60 
Nr. Substanz PH N/10 J cem Pu N/10 J cem 
23 Harnstoff 3.95 20.38 6.95 22.71 
24 aa r 4.08 20.33 6.99 22.72 
25 | Serin 4.00 20.35 6.89 2262 
26 Tsoserin 3.97 20.18 6.90 21.96 
27 Ee arobiock . 4.03 20.22 6.90 22.21 
28 Cysteinsdiure 4.01 20.18 6.89 22.20 
29 | Taurin 4.07 “20.00 7.00 29.40 
30 Asparaginsiiure 4.01 20.00 6.91 22.40 
31 Ammoniumsulfat 4.08 20.00 Cea 22 23 
ger 2) Ue yereexlamie: 3.89 19.95 ose | 22.85 


sulfat 
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B. Decarboxylerung der Acetondicarbonsiure. 
a) ohne Katalysatorzusatz. 
3.94 i 4.50 5.02 6.02 7.49 8.15 
N/10 J cem 23.45 23.85 fa 24.25 24.49 24.53 24.60 
b) Anilin-sulfat. 
PH ; 3.76 | 4.09 4.56 4.98 ’ 6.20 a fe 8.78 
N/10 J com 20.78 21.85 : 23.32 23.75 : 24.33 ie 24.41 24.50 
¢) o-Phenylendiamin-hydrochlorid. 
Pu 3.86 | 4.47 4.97 5.79 7.33 8.70 
N/10 J eem bs 6.36 | 10.76 17.20 ; 22.70 - 23.95 r 24.18 
d) m-Phenylendiamin-hydrochlorid. 
, PH ¥ 3.86 4.37 ; 4.86 5.10 7.54 8.66 
N/10 J eem 21.31 22.85 23.72 24.50 24.58 : 24.66 
e) p-Phenylendiamin-hydrochlorid. 
Pu 3.74 4.44 4.96 5.83 7.26 8.63 
N/10Jecem}| 20.27 21.70 22.90 23.60 24 49 24.35 
f) o-Aminophenol-hydrochlorid. 
PH 4.12 4.58 5.04 6.12 7.64 8.64 
N/10 J com 21.85 23.25 24.12 24.60 24.66 24.55 
g) 4, 8-Diaminopropionsaure-hydrobromid. 
PH 3.97 4.53 5.04 6.11 7.55 8.72 
N/10 J cem 20.14 21.10 21.80 22.83 24.15 24.25 
h) Athylendiamin-hydrochlorid. 
Pu 3.97 4.51 5.04 5.98 7.54 8.75 
N/10 J eem 19.08 20.13 20.82 22.06 24.00 24.40 
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: i) Glykokoll. 
PH 4.05 4.60 5.01 6.05 7.60 8.78 
N/10 J cem 23.65 24.01 24.28 24.47 24 39 24.56 
j) Alanin. 
PH 4.09 4.56 5.02 6.05 7.58 8.73 
N/10 J ecm 23.85 24.35 24.65 24.56 24.63 24.59 


C. PuH-Optimum-Bestimmuneg des 


Acetessigsaurezerfalls. 


Die Zusammensetzung der Versuchslésungen war wie folet; 
M/10 neutrale Acetacetatlosung 
M/10 Citratpuffer (Sérensen ) 
M/10 Anilin-sulfat oder 
M/100 o-Phenylendiaminhydrochlorid 1 ,, . 
Die Versuchsanordnung war sonst gleich wie oben angegeben. 
Da die katalytische Wirkung des o-Phenylendiamins enorm stark 
war, wurde die Konzentration dieser Base bei der Pu-Optimum-— 
Bestimmung 10 fach verdiinnt, um die Pu-Abhingigkeit deutlich 


sichtbar zu machen. 


10 eem 
a 


1) Decarboxylierung der Acetessigsaure dureh Anilin. 


Kontrolle M/10 Anilin 
Pu. N/10 J eem Pu N/10 J ecm 
1.36 12.37 1.53 12.13 
2.22 12.94 2.23 12.48 
2.85 14.55 2.85 13.35 
3,32 16.67 3.27 14.53 
3.62 18.40 3.58 15.42 
3.79 19.10 3.73 15.86 
4.12 20.30 4.06 17.66 
4.38 20,90 4.35 18.85 
4.85 21.81 4.86 20.55 


5.37 22.23 


5.35 21.72 


Differenz 
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2) Decarboxylierung der Acetessigsaure 


durch o-Phenylendiamin. 


Kontrolle M/100 o-Phenylendiamin 


== a Differenz 
Pu N/10 J vem Pu N/10 J cem 
1.11 12.23 1.13 a Be Ue Lid 
1.36 12.37 1.46 11.23" : 1.14 
2.22 12.94 2.23 11.50 ; 1.44 
2.85 14.55 2.89" 12.67 1.88 
3.32 °° 16.67 3.32 14.06 2.66 ~ 
3.60 18.45 3.62 15.05 3.40 
3.84 19.61 3.88 16.31 3.30 
4.05 20.36 4.05 17.28 3.08 
4.38 20.90 437 18.75 2.15 
4.89 21.81 4.86 : 20.57 1.24 
5.37 22.23 : 5.35 21.65 0.58 = 
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UBER DIE SPONTANE SPALTUNG DER 
SALOLPHOSPHORSAURE UND 
PHENYLPHOSPHOSALIZYLSAURE. 


Von 
JYURO ARAT. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie 
zu Chiba. Direktor: Prof. S. Akamatsu.) 


(Eingegangen an 28. Juli 1934) 


Vor drei Jahren hat Manaka (1931) im hiesigen Institut die 
spontane Hydrolyse der o-Carboxyphenylphosphorsaure, des Phos- 
phorsiureesters der Salicylsaure, untersucht. Diese Estersiure ist 
in wassriger Losung im Gegensatz zu der Monophenylphosphor- 
séure und m- oder p-Carboxyphenylphosphorsaure unbestindig 
und zerfallt von selbst in Orthophosphorsaure und NSalicylsdure. 
Das eigentiimliche Verhalten jener Verbindung ist von der Car- 
boxylgruppe in o-Stellung des Phenylrests verursacht. Die 
Labilitat hangt in interessanter Weise von der Aziditaét des 
Mediums ab. Das Optimum ist Px 5,5 und bei steigender oder 
abfallender Aziditat nimmt die Zerfallgeschwindigkeit ab. Die 
Pu-Abhiangigkeit der spontanen Hydrolyse kann man aus der 
Dissoziation der Phosphosalicylsaure erklaren. Diese Estersaéure 
hat drei Séuregruppen, eine an dem Salicylsdurerest und zwei an 
dem Phosphorsaurerest, und dissoziiert stufenweise. Der maximale 
Zerfall findet statt, wenn die Dissoziation des Phosphorsaurerests 
fiir die erste Stufe und die des Salicylsiurerests vollstandig sind, 
wahrend das zweite Saureradikal des Phosphorsaurerests undis- 
sozilert bleibt. So ist der Dissoziationszustand bei Pu 5,5. Bei 
steigender Aziditat nimmt die Dissoziation des Salicylsdurerests 
ab und damit auch die spontane Hydrolyse der Phosphosalicy]- 
siure. Bei abfallender Aziditat nimmt die Dissoziation des zweiten 
Séiureradikals des Phosphorsaurerests zu und daher zerfallt die 
Estersiure immer weniger. Der Dissoziationszustand des Phos- 
phorsdurerests einerseits und der o-Carboxyleruppe, die die 
Labilitat der Esterbindune verursacht, andererseits bedinet die 
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Hydrolysengeschwindigkeit: Dieser Befund ist wertvoll fiir die 
Theorie der Ferment- und besonders der Phosphatasenwirkung, 
weil wir der Meinung sind, dass drei Phosphomonoesterasen und 
ihre Substrate in ihren’ bestimmten  Dissoziationszustanden 
miteinander reagieren (Asakawa, 1929; Uzawa, 1932). In dieser 
Hinsicht ist die Acetessigsdurespaltung durch Anilin (Widmark 
und Jeppsson, 1922) und o-Phenylendiamin (Beniya, 1934) 
auch ein sehr wichtiger Befund fiir Katalysenforschung. 

Unter Leitung von Prot. Akamatsu hat der Verfasser die 
spontane Hydrolyse der Salolphosphorséure (1) und der Phenyl- 
phosphosalicylsaure (2) untersueht. 


(1) (2) 
1 1 
RoI 
O-Pp-OH O-P-O- 
ra ak Rene 
| | OH | OH 
os Poh 
aes 
Coo a: COOH 


Die Salolphosphorséure wurde nach Michaelis und 
Kerkhof (1898) hergestellt und kristallisierte mit 1 Molekiil 
Kristallwasser. Bei dieser Substanz ist die Carboxylgruppe der 
Phosphosalicylsaure mit Phenol gebunden. Der Verfasser hat 
zuerst die spontane Phosphorsdéureabspaltung bei verschiedenen 
Aziditéten untersucht und gefunden, dass die Dephosphorierungs- 
geschwindigkeit von PH des Mediums stark beeinflusst wurde und 
zwar in solecher Weise, dass die Dephosphorierung bei PH 5,5 
maximal war und bei steigender und abfallender Aziditat allmah- 
lich abnahm. Das Verhaltnis war also qualitativ gleich mit Phos- 
phosalicylséure. Bei Px 5,5 und sonst unter gleicher Bedingung 
zeigte Salolphosphorsiure 14% ige, hingegen Phosphosalicylsaure 
60% ige Abspaltung der Phosphorséure. Diese Differenz ist, wie 
spater diskutiert, sehr wichtig. Wenn die Salolphosphorsaure iiber- 
haupt spontan dephosphorierbar ist, muss der Zerfall dieser Sub- 
stanz entweder itiber Salol+ Phosphorsaure oder tiber Phenol+ 
Phosphosalicylsiure verlaufen. Um das Verhaltnis aufzukliren, 
wurde die Ermittelung der Phenol- und Salicylsiureabspaltung 
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unternommen. Phenol war leicht nach Folin und Denis kolori- 
metrisch bestimmbar. Die Salicylsdure-bestimmung in kleinem 
Quantum war schwer ausfiihrbar. Der Verfasser konnte aber in 
der zu Pu 2 angesiiuerten Losung Salicylsinure durch Eisenchlorid- 
zusatz kolorimetrisch bestimmen. Mit dieser Methode wurde 
beobachtet, dass die Salicylsiureabspaltung aus der Salolphosphor- 
saure quantitativ ganz gleich wie die Dephosphorierung vonstatten 
ging. Das Maximum war also Prt 5,5 und bei steigender oder 
abfallender Aziditét wurde immer wenigere freie Salicylsaure ge- 
funden. Die nachst untersuchte Phenolabspaltung war sehr 
eigentiimlich. In drei Stunden wurde bei Pu 5 und bei 
sechwacheren Aziditiiten 100% ige Abspaltung des Phenols ermittelt, 
dagegen war bei starkeren Aziditaten als Pu 5 das gefundene freie 
Phenol immer geringer. Salolphosphorsaure produzierte bei PH 
5,5 in 3 Stunden wie erwahnt nur 14% Phosphorsiure und 
Salicylsaéure, wahrend die Phenolabspaltung inzwischen vollstandig 
statt gefunden hatte. Die schnelle Abspaltung des Phenols wurde 
auch bei 37° und 10 minutigen Versuchen bewiesen. In diesem 
Fall waren wieder 100% freies Phenol bei PH 5 und grdésserem 
Pu und die allmahlich sich vermindernde Phenolmenge mit der 
steigenden Aziditat zu beobachten. Nach diesen Experimenten 
kann man wohl annehmen, dass die Salolphosphorséure zuerst 
Phenol abgibt und die entstandene Phosphosalicylsdure sich wieder 
von selbst in ihre Bestandteile zerlegt. Die maximale Dephos- 
phorierung der Salolphosphorséure bei Pu 5,5 kann man damit 
erklaren. Hinsichtlich der spontanen Hydrolyse der Salolphos- 
phorsiure haben wir noch zwei Punkte aufzukléren. Die erste 
Frage bezieht sich auf die Hydrolyse der Esterbindung zwischen 
dem Phenol- und Salicylsaurerest. Man konnte hier beim ersten 
Anblick vielleicht, wie bei allgemeiner Esterverseifung, eine ein- 
fache OH-Ionen-katalyse erwarten. Es war aber nicht der Fall. 
Der Verfasser hat die Geschwindigkeit der Phenolabspaltung bei 
0° untersucht, weil die Reaktion bei 37° zwischen Pu 5-9 schon in 
10 Minuten bis zum Ende verlief und der Versuch in noch kiirzerer 
Zeit ohne Fehler schwer ausfiihrbar war. Bei 0° schritt die 
Phenolabspaltung selbstverstandlich weit langsamer als bei 37° 
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fort. Bei PH 2-5 war eine dusserst geringe Menge von Phenol 
nachweisbar, das aber bei abfallender Aziditaét bis Pu 7 allmahlich 
zunahm und in sehr bemerkenswerter Weise bei PH 7-9 in kon- 
stanter Menge blieb. Wenn die Phenolabspaltung durch OH-Ionen 
katalysierte wiirde, miisste die Vergrésserung der Reaktionsgesch- 
windigkeit, die bei dem Aziditatiibergang von Pu 4 zu 7 beobachtet 
wurde, auch bei Pu 8 und 9 sich fortsetzen. Der Verfasser hat 
hier den Dissoziationszustand der Salolphosphorsaure in Erwagung 
gezogen. Da diese Esterséure dusserst labil ist, kann man ihre 
elektrische Titrationskurve nicht ermitteln. Aber man weiss, dass 
die zweite Dissoziationskonstante der Phosphorsaure bei Verestern 
mit Alkohol etwas vergrossert wird. Pk, des Glycerophosphats ist 
6.1 nach Kobayashi (1926) und 6.3 nach Meyerhof und 
Kiessling(1933) ; Pk. des Phosphorsdurerests der Phosphosali- 
cylsaure ist 6.6 nach Manaka (1931). Pky der Salolphosphor- 
saure kann man also als 6.3-6.5 annehmen. Die Salolphosphorsaure 
ist also bei PH 7 und alkalischer Reaktion fast vollstandig dis- 
soziiert vorhanden und mit der steigenden Aziditaét wird die 
zweitstufige Dissoziation des Phosphorsdéurerests allmahlich unter- 
driickt. Die total dissoziierte Salolphosphorsaure ist also aus- 
schhesslich dazu befahigt, spontan Phenol abzugeben. Bei 37° ist 
die Geschwindigkeit der Reaktion sehr gross und selbst bei Pu 5 
sind die dabei nur in geringer Menge vorhandenen total dissoziier- 
ten Salolphosphorsdureionen, je nach dem Zerfall gleich produziert 
werdend, genug hinreichend, um in 10 Minuten eine 100%ige 
Phenolabspaltung zu verwirklichen. Die Abhangigkeit der Hydro- 
lyse von dem Dissoziationszustande des organischen Esters wurde 
damit nachgewiesen. 

Die zweite Frage, die wir bei den Studien itiber die spontane 
Hydrolyse der Salolphosphorsdiure entscheiden wollten, war 
folgende: Phosphosalicylsaure zerlegte sich beim optimalen PH 
(5,5) in 3 Stunden um 60%, wahrend die Salolphosphorsaure in 
derselben Zeitdauer selbst bei ihrem Optimum (wieder Pu 5,0) 
nur 14%ige Dephosphorierung zeigte, obwohl Phenol schon bald 
nach dem Beginn des Versuchs vollstandig abgespalten worden 
war. Wenn Salolphosphorsaure bei 37° schon in 10 Minuten Phos- 
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phosalicylsaure in 100% produzieren sollte, miisste in 3 Stunden 
beinahe 50% anorganische Phosphorséiure naechgewiesen werden. 
Wir haben daher Bildung einer intermediiren Verbindung 
angenommen, die demniachst in Phosphosalicylsdure bei Pu 5,5 
tbergehen sollte. Der Verfasser konnte tatsdchlich aus der bei 
Pu 95,5 100% entphenolierten Salolphosphorsiure das saure 
Natriumsalz des Phosphorsdureesters von Salicylsiureanhydrid 
isolieren. 


OH 


Dieses Salz war im Gegensatz zum sauren Mono-natriumsalz 
der Phosphosalicylsaure in Alkohol léslich und kristallisierte in 
Nadeln mit 3 Molekiilen Kristallwasser. Salicylsaureanhydrid- 
phosphorsaéure unterlag auch spontaner Hydrolyse. Pr 5,5 ergab 
die maximale Dephosphorierung von 20% in 3 Stunden. Diese 
prozentuale Zah] stimmte mit dem Ergebnis der Phosphorsaure- 
produktion aus Salolphosphorsaure. Der Verfasser hat ausserdem 
bei Pu 9-10 Salolphosphorsaure vollstandig entphenoliert und aus 
der Lésung das Trinatriumsalz der Phosphosalicylsaéure isoliert. 
Sowohl das Mononatriumsalz als auch das Trinatriumsalz der Phos- 
phosalicylsiiure produzierte 50% Phosphorséure bei 37° und Pu 
5,0. Hs ist also als bewiesen anzunehmen, dass Salolphosphorsaure 
wenigstens bei 5,5 im Augenblick der Entphenolierung in Salicyl- 
saureanhydridphosphorsaure tibergeht, die dann allmahlich in 
Phosphosalicylsaure aufgespalten wird. Aber in welechem Betrag 
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tiberhaupt dieser Anhydridester auch in alkalischer Reaktion bei 
Salolphosphorséurespaltung intermediaér gebildet werden konne, 
war schwer genau anzugeben. Als Salolphosphorsdure bei Pu 8 
und 37° 10 Minuten stehen gelassen, wobei 100% ige Phenolabspal- 
tung, aber keine Dephosphorierung bemerkbar war, und dann zu 
Pu 5,5 angesauert, gepuffert und weiter 3 Stunden der spontanen 
Hydrolyse tiberlassen wurde, konnte 38% Dephosphorierung ge- 
messen werden, wiéhrend die Salicylsiureanhydridphosphorsdure, 
nach dem vorigen 3 stiindigen Bleiben bei PH 8, wobei 7% Dephos- 
phorierung beobachtet wurde, in weiteren 3 Stunden bei PH 5,5 
37%ige Dephosphorierung zeigte. Die Anhydridphosphorsdure 
selbst produzierte bei Pu 5,5 in 3 Stunden 20% und in 6 Stunden 
38% anorganische Phosphorséure. In alkalischer Reaktion geht 
daher der Anhydridester in Phosphosalicylsiure iiber aber der 
Hauptweg des spontanen Abbaus von Salolphosphorsiure verlauft 
in alkalischer Reaktion ohne betrachtliche Anhydridbildung direkt 
tiber Phosphosalicylsaure. 

Phenylphosphosalicylsaure wurde vom Verfasser zum ersten 
Mal als Bariumsalz dargestellt. Bei dieser Estersiure ist der 
Phosphorsaurerest der Phosphosalicylsaure mit Phenol gebunden. 
Der Verfasser hat untersucht, wie die Labilitat der Bindung 
zwischen Salicylsiure und Phosphorséure, die von Manaka ein- 
gehend studiert wurde, durch Phenoleinfiihrung in ein Phosphor- 
sdureradikal beeinflusst wird und in welcher Weise die Phenyl- 
phosphosalicylséure selbst sich in ihre Bestandteile zerlegt. Der 
Versuch ergab, dass diese Substanz im Gegensatz zu Phosphosali- 
eylsdure oder Salolphosphorsdéure ziemlich bestandig war und bei 
37° und bei verschiedenen Aziditéten wenigstens in 3 Stunden 
keiner merkbaren Spontanhydrolyse unterlag. Man weiss damit, 
dass die labile Phosphosalicylsdure durch weiteres Verestern an 
ihrem Phosphorsdurerest fest stabilisiert werden kann. Die Ver- 
suchsdauer wurde dann bis zu 24 und 48 Stunden verlangert. 
Spontanhydrolyse war dabei nachweisbar und anorganische Phos- 
phorsdure und Salicylsdure wurden bei verschiedenen Aziditiiten 
in aquivalenter Menge abgespalten. Die maximale Abspaltung war 
wieder bei Pu 5,5, und mit steigender oder abfallender Aziditat 
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wurden die nachweisbare Phosphorséure und Salicylséure immer 
geringer. Das Verhaltnis deutete darauf hin, dass Phenol vorher 
abgespalten und die zuriickbleibende Phosphosalicylséure dann 
hydrolysiert wurde. Die Phenolbestimmung zeigte, dass dies 
tatsachlich der “all war. Wie oben erwaéhnt, war in 3 Stunden 
kein Phenol nachweisbar, aber wohl in 24 Stunden, seine Menge 
war immer groésser als die gleichzeitig ermittelte Phosphorsdure 
und Salicylsiure. Was wir hier besonders betonen méchten, war 
die Abhangigkeit der Phenolabspaltung von der Aziditat des 
Mediums. Bei Pu 5 wurde in 24 Stunden 10% Phenol nach- 
eewiesen. Dieselbe prozentuale Zahl wurde auch bei Versuchen in 
groésseren OH-Ionen-konzentrationen beobachtet. Bei der saureren 
Reaktion als Pu 5 wurde die Phenolabspaltung mit steigender 
Aziditaét immer geringer. In 48 Stunden wurde bei Pu 5 17%ige 
Abspaltung des Phenols gemessen. Die Pu-Abhangigkeit war 
gleich der bei 24 sttindigen Versuchen. An der Phenolabspaltung 
aus Phenylphosphosalicylsdure handelte es sich daher nicht um 
die OH-lonen-Katalyse. Wir nehmen hier wieder die bedingende 
Beeinflussung des Dissoziationszustands fiir die spontane Phenolab- 
spaltung an. Angesichts der Stabilitat der Diphenylphosphorsaure 
muss die Ursache der spontanen Phenolabspaltung in der freien 
dissoziierbaren o-Carboxylgruppe des Salicylséurerests gesucht 
werden. Die Elektrotitrationskurve ergab, dass Pk des Salicyl- 
sdurerests 4 ist. Pk des Salicylséurerests der Phosphosalicylsaéure 
wurde von Manaka auch als 4 ermittelt. Bei Pa 5 und noch 
schwicheren Aziditaten ist also die Phenylphosphosalicylsdure fast 
total dissoziiert vorhanden. Bei starkeren Aziditaéten als Pu 5 ist 
dagegen die Dissoziation des Salicylsiurerests vermindert und bei 
Pu 3 ist die Estersaure fast ganzlich in soleher Form vorhanden, 
dass der Phosphorsaurerest vollstandig dissoziiert aber der Salicyl- 
sdurerest undissoziiert bleibt. Man kann daher sagen, dass die 
Phenylphosphosalicylsaure in ihrer total dissoziierten Ionenform 
im Stande ist, spontan Phenol abzugeben. 

Der Zusammenhang der spontanen Hydrolyse mit dem Disso- 
ziationszustand wurde zum ersten Mal von Manaka an der Phos- 
phosalicylsiure beobachtet. Anschliessend konnte nun der Ver- 
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fasser bei der Salolphosphorséure und Phenylphosphosalicylséiure 
weitere Beweis beibringen fiir die Abhangigkeit der spontanen 
Esterspaltung von dem elektrochemischen Zustand der dissoziier- 
enden Ester. Der Verfasser hat ausserdem nebenher beobachtet, 
dass Phenylphosphosalicylsiure der Phosphomonoesterase wider- 
steht aber durch Zusammenwirken der Mono- und Di-esterase in 
ihre Bestandteile aufgespalten wird. 


EXPERIMENTELLER TEID. 


1. Bestimmung der Phosphorsaure nach Fiske und Sub- 
barow (1925). ; 

2. Bestimmung des Phenols wurde nach Folin und Denis 
(1915) kolorimetrisch ausgefiihrt. Salicylsaure gibt mit diesem 
Reagens bekanntlich auch blaue Farbung, aber ihre Farben- 
intensitat macht, mit gleicher Konzentration verglichen, nur 6% 
des Phenols. Bei Versuchen mit Salolphosphorsaure und Phenyl- 
phosphosalicylsdure kann man die Reaktion der Salicylsaure auf 
Folins Reagens ohne weiteres vernachlassigen. Im 10cem 
Messzylinder, der vorher 1 ecem Folins Phosphomolybdénreagenz 
enthielt, wurde ein aliquoter Teil der Versuchslésung einpipettiert, 
mit 2,5cem gesattigter Carbonatlosung versetzt und dann mit 
Wasser bis zur Marke aufgefiillt. Einfachheitshalber wurde 
Autenrieth-Kolorimeter gebraucht. Vergleichslésung wurde aus 
leem M/1000 Phenollosung, leem Folins Reagenz, 2,5 cem 
Carbonat hergestellt und auf 10 ecem verdiinnt. Der Keil wurde 
vorher gegen Phenollésungen von bekannter Konzentration geeicht. 
Die bei vorliegenden Versuchen in Frage kommenden Phenolmen- 
gen ergaben eine gerade Hichlinie. Selbstverstaéndlich wurde je 
nach dem Phenolgehalt 0.5-5 cem Versuchsloung zur Kolorimetrie 
gebraucht. 

3. Bestimmung der Salicylsdure. Fiir die kolorimetrische 
Bestimmung wurde die violettrote Verfarbung der Salicylsdure 
mit Hisenchlorid angewandt. Die Farbennuance der Salicylsdure- 
FeCl;-Lésung andert sich aber nach Pu der Lésung. Daher hat 
der Verfasser den Farbenvergleich in den mit Glykokoll-HCl 
gepufferten Losungen von Pu 2 mit Klett Bio-kolorimeter aus- 
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gefiihrt. Die vorliegenden Versuche iiber die spontane Hydrolyse 
wurden bei verschiedenen Aziditiiten in gepufferten Lisungen 
untersucht. Um die Aziditat der Versuchslésung fiir Salicylsaure- 
bestimmung zu einem bestimmten Pu zu bringen, war es am 
bequemsten, die Aziditat zu Pu 2 umzustellen. Wenn man die 
mit Essigsiure-Acetat oder Borax-Borsdure gepufferte Lésung mit 
HCl von solecher Menge, die das darin vorhandene Acetat oder 
Borat in Essigsaéure resp. Borsaure iiberfiihrt, dann mit Glykokoll- 
HCl-Puffer von PH 2 versetzt, so wird die Lésung von PH 2 
erhalten. Die Bestimmung wurde an 3ccem Versuchslésung aus- 
gefiihrt. In 10 cem Messzylinder wurden vorher eine wie in oben 
erwihnter Weise berechnete HCl-Menge und 3 cem Glykokoll-HCl- 
Puffer von Pu 2 bereitet und darin 3 cem Versuchslésung einpipet- 
tiert, mit 1 ceem M/10 FeCl; versetzt und mit Wasser bis zur Marke 
aufgefiillt. Die Vergleichlésung bestand aus 1-3cem M/1000 
Salicylsdéurelésung, 3eem Glykokoll-HCl Puffer von PH 2 und 1 
ecm M/10 FeCl; und wurde auf 10cem verdiinnt. Falls der 
Salicylséuregehalt zu gering war, wurde eine bestimmte Menge 
Salicylséure zugesetzt, um eine messbare Farbenstarke zu _be- 
kommen. 

4. Puffer. Po 3-6 wurde mit M/2 Essigsdure-Acetat, PH 2 
mit M/10 Glykokoll-HCl und Px 7-9 mit M/20 Borax-Borsaure 
gepuffert. 

5. Phosphosalicylsaure war das friiher von Manaka dar- 
gestellte Praparat. 

6. Salolphosphorsaure wurde von Verfasser nach der Angabe 
von Michaelis und Kerkhof (1898) aus Salol und Phosphor- 
pentachlorid hergestellt. Die aus Benzol umkristallisierte Ester- 
saure enthielt 1 Molekiil Kristallwasser. Schmelzpunkt 62°. 

Analyse: C:3H1:,06P + H20 (312.1) 


P gef. 9.88%, ber. 9.94%. 
Phenol gef. 30.6 %, ber. 30.1 %. 


Salicylsiure gef. 44.2 %, ber. 44.3 %. 
Fiir die Bestimmung des Phenols wurde die Lésung mit 1 
Volumen N-Alkali in siedendem Wasserbad 1 Stunde erhitzt und 
neutralisiert. Zur Salicylsiurebestimmung wurde jene alkalische 
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erhitzte Lésung mit Salzsdure angesduert, weiter 2 Stunden erhitzt 
und neutralisiert. 

7. Phenylphosphosalicylséure. 15.2 g Salicylsiuremethylester 
und 21.1 g Phenylphosphorsduredichlorid wurden im Oelbad am 
Riickflusskitihler erhitzt, bis die HCl-Gas-Entwickelung aufhérte, 
inzwischen war die Temperatur des Oelbads auf hodchstens 220° 
gestiegen. Die griinlich braune dlige Reaktionsmasse wurde unter 
starkem Abkiihlen mit 100 ecem Wasser versetzt, mit Natronlauge 
deutlich alkalisch gemacht und eine Stunde stehen gelassen. Die 
alkalische Lésung wurde klar filtriert, mit Salzséure gegen Kongo 
neutralisiert, unter vermindertem Druck bei 35° bis zur Trocken- 
heit eingedampft und mit absolutem Alkohol extrahiert. Der in 
Alkohol unlosliche Riickstand wurde weiter in Wasser gelost, mit 
Natronlauge neutralisiert und dann mit ammoniakalischer Magne- 
slummixtur behandelt, um das anorganische Phosphat zu entfernen. 
Die klar abfiltrierte Losung wurde darauf mit Salzsiure gegen 
Lackmus neutralisiert und mit Bariumchloridlésung versetzt. 
Phenylphosphosalicylsaures Barium schied sich dabei als Kristalle 
von vierseitigen Tafeln aus, welche mit Wasser gut gewaschen und 
mit Alkohol-Ather getrocknet wurden. 2 Molekiile Kristallwasser 
konnten bei 100° 17 mm vollig entfernt werden. 


Analyse: Ci3HyO¢P Ba (429.47) 


r gef. 7.19%, ber. 7.22%. 
Ba gef. 31.8 %, ber. 32.0 %. 
Phenol gef. 20.8 %, ber. 21.3 %. 


Salicylsiure gef. 32.0 %, ber. 32.2 %. 


ERGEBNISSE. 


J. SpPoNTANE HyprOLYSE DER PHOSPHOSALICYLSAURE, SALOL- 
PHOSPHORSAURE UND PHENYLPHOSPHOSALICYLSAURE. 


Die Versuchslosung bestand aus; 


M/100 Estersaure 4 ecm, 
Puffer 645) 
Wasser 10 


lad 


M/100 Phenylphosphosalicylatlésung wurde wie folgt bereitet. 
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Die bereehnete Menge Bariumsalz wurde im Messkolben mit 
klemem Uberschuss von N-Salzsdure gelést, daraus Barium mit 
bereechneter Menge NV/10 Schwefelséure als Bariumsulfat gefallt; 
dann wurde die Lésung mit Natron gegen Lackmus neutralisiert 
und mit Wasser bis zur Marke aufgefiillt. Die drei Estersaéure- 
losungen wurden bei jedem Versuch frisch hergestellt. Versuchs- 
temperatur 37°. Die in nachstehenden Tabellen angegebenen 
Zahlen bedeuten die abgespaltene Phosphorséure als P in mg, 
Phenol und Salicylsiure in mg, alle fiir 1eem Versuchslésung 
umegerechnet. Der hydrolytische Prozentsatz wird daneben 
angegeben. 


A. Phosphosalicylsaure. 


nach 3 Stdn. 


Pu Phosphor | Salicylsaure 
in mg %o in mg Jo 

2 0.0078 i 12.6 0.0340 12.3 
3 0.0157 25.4 0.0623 22.6 
4 0.0276 44.6 0.127 46.2 
5 0.0366 59.2 0.165 59.6 
5.5 0.0378 60.8 0.166 60.1 
6 0.0360 55.5 0.155 56.2 
“f 0.0086 13.9 0.0392 14.2 
8 0.0038 6.2 0.0204 7.4 
9 0.0027 4.4 0.0099 3.6 


naeh 20 Stdn. 


Pu Phosphor Salicylsaure 
in mg %o in mg 
ae 0.0264 42.7 0.113 
3 0.0357 57.6 0.166 
4 0.0567 91.5 0.255 
4) 0.0602 97.2 0.269 
5.0 0.0606 97.8 0.269 
6 0.0597 96.3 0.261 
7 0.0272 43.8 0.075 
8 0.0048 Wet 0.0238 
9 0.0037 6.0 0.0160 
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B. Salolphosphorsaure. 


nach 3 Stdn. 

Pu Phosphor Salicylsdure 

in mg %o in mg % 
2 0.0017 2.6 0.0067 2.4 
3 0.0019 3.1 0.0076 2.9 
4 0.0052 8.4 0.0224 8.2 
5 0.0087 14.0 0°0384 13.9 
5.5 0.0091 14.6 0.0411 14.9 
6 0.0085 13.6 0.0372 13.5 
7 0.0028 4.4 0.0134 4.6 
8 0.0014 2.1 0.0059 22 
9 0.0011 1.7 0.0040 to 

nach 20 Stdn. 

Pu Phosphor Salicylsaiure 

in mg %o in mg % 
2 0.0097 15.7 0.0396 14.4 
3 0.0166 26.7 0.0687 25.0 
4 0.0368 59.4 0.167 60.3 
5 0.0462 74.5 0.206 74.7 
5.5 0.0468 75.5 0.208 75.4 
6 0.0459 74.0 0.205 74.4 
7 0.0310 50.0 0.137 49.5 
8 0.0075 12.3 0.0341 12.4 
9 0.0025 3.9 0.0111 4.0 


Phenol 


Pu nach 10 Min. nach 1 Stde. 


in mg % in mg % in mg % in mg % 

0.0314 16.7 | 0.0366 19.5 0.0483 25.7 0.0322 11.8 
0.0379 20.2 | 0.0483 25.7 | 0.0754 40.1 | 0.0270 14.3 
0.102 54.7 0.138 73.6 | 0.0154 81.8 0.0284 15.1 
0.188 100 0.188 100 0.188 100 0.0292 15.5 
0.188 100 0.188 100 0.188 100 0.0299 15.9 
0.188 100 0.188 100 0.188 100 0.0707 37.6 
0.188 100 0.188 100 0.188 100 0.1698 90.3 
0.188 100 0.188 100 0.188 100 5.1724 91.7 
0.188 100 0.188 100 0.188 100 0.1724 91.7 
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C. Phenylphosphosalicylsaure. 


nach 24 Stdn. 


Pu Phosphor Salicylsaure 

in mg To in mg % 
2 spur 0 spur 0 
3 spur 0 spur 0 
4 0.0012 2.0 0.0073 2.6 
5 0.0025 4.0 0.0119 4.3 
5.5 0.0033 5.3 0.0147 5.4 
6 0.0016 2.6 0.0078 2.8 
7 0.0004 0.6 0.0027 1.0 
8 spur 0 spur 0 
9 spur 0 spur 0 

nach 48 Stdn. 

Pu Phosphor Salicylsdure 

in mg % in mg Jo 
2 spur 0 spur 0 
3 0.0005 0.7 0.0027 1.0 
4 0.0021 3.4 0.0110 4.0 
5 0.0055 8.9 0.0267 9.3 
5.5 0.0088 14.2 0.0383 13.9 
6 0.0050 8.0 0.0248 9.0 
if 0.0010 1.6 0.0069 2.5 
8 0.0004 0.7 0.0023 0.8 
9 0.0003 0.6 0.0018 0.7 

Phenol 

Pu nach 24 Stdn. nach 48 Stdn. 

in mg Jo in mg Jo - 

2 0.00523 2.8 0.0056 3.0 

3 0.00598 3.2 0.00862 4.6 
4 0.0104 5.6 0.0210 11.2 
5 0.0197 10.5 0.0327 17.4 
5.5 0.0199 10.6 0.0327 17.4 
6 0.0199 10.6 0 0327 17.4 
7 0,0199 10.6 0.0327 17.4 
8 0.0199 10.6 0.0327 17.4 
9 0.0199 10.6 0.0327 17.4 
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If. User pie sAUREN NATRIUMSALZE DER SALICYL- 
SAUREANHYDRIDPHOSPHORSAURE UND 
PHOSPHOSALICYLSAURE. 


3.12 g Salolphosphorsaure wurden in 20 ecem Wasser gelost und 
unter starkem Abkiihlen mit N/10 Natronlauge versetzt, bis die 
Lésung, mit Chlorphenolrot-Papier gepriift, Pu 5 zeigte. Die 
gebrauchte Alkalimenge betrug 116 ccm. Diese Lésung wurde 10 
Minuten im Wasserbad von 37° gehalten. 100%ige Phenolab- 
spaltung konnte bewiesen werden. 16cem N/10 HCl wurden 
alsdann zugesetzt. Diese Siuremenge war verade hinreichend, um 
eine aquivalente Menge Natron fiir die urspriinglich vorhandene 
Salolphosphorséure zuriickzulassen. Die Lésung wurde bei 35° 
unter stark vermindertem Druck schnell bis zur Trockenheit eim- 
gedampft und der Riickstand mit Alkohol extrahiert. Aus dem 
alkoholischen Auszug schied sich bei Atherzusatz eine reichliche 
kristallinische Masse, die weiter aus alkoholischer Lésung mit Ather 
umegefallt wurde. Diese Substanz war, wie die Analyse und das 
hydrolytisehe Verhalten zeigten, das saure Natriumsalz der Sall- 
ceylsiureanhydridphosphorsdiure. Das Salz kristallisierte in Nadeln 
und enthielt 3 Molekiile Kristallwasser, das bei 140° 15 mm vollig 
entwich. Die Analyse wurde mit wasserfreiem Salz ausgefiihrt. 

Analyse: C14H 10011 P2Naz (462.1) 

r gef. 13.24%, ber. 13.42%. 
Salicylsaure gef. 58.8 %, ber. 69.7 “Se. 

Das saure Salz der Phosphosalicylsiure konnte wie folgt her- 
gestellt werden. 2.18g Phosphosalicylsiure wurde mit 100 cem 
N/10 Natronlauge versetzt und unter vermindertem Druck bis zur 
Trockenheit eingedampft. Der Riickstand léste sich nicht in 
Alkohol, daher wurde er in kleinem Volumen Wasser gelést und 
mit Alkohol gefallt. Das Mononatriumsalz der Phosphosalicylsaure 
enthielt kein Kristallwasser. Die nadligen Kristalle ergaben, bei 
15mm 140° erhitzt, keine Gewichtsverlust. Die Analyse wurde 
mit diesem erhitzten Salz ausgefiihrt. 

Analyse: CzHgO¢P Na (240.0) 

P gef. 12.77%, ber, V2.5. 
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Ausserdem wurde Trinatriumsalz der Phosphosalicylsdure aus 
Salolphosphorsaure hergestellt. 3.12 g Salolphosphorséure wurden 
in 100cem N/10 Natronlauge gelést und unter vermindertem 
Druck stark eingedampft. Das Phenol wurde mit Ather aus- 
gewaschen. Der Riickstand wurde in Wasser geldést und mit 
Alkohol gefallt. Das Trinatriumsalz der Phosphosalicylsdure 
bildete nadelige Kristalle und war hygroskopisch. Fiir die Analyse 
wurde es bei 100° 15 mm getrocknet. 


Analyse:s C;HsO06P Na; (284.0) 
Pp gef. 10.89%, ber. 10.91%. 
Salicylsaure gef. 48.8 %, ber. 48.8 %. 


Die spontane Hydrolyse der drei Salze wurde bei Pu 5,5 
gepriift. Die Zusammensetzung der Versuchslosung war die gleiche 
wie oben. 

Die nach 3 Stunden bewiesene anorganische Phosphorséure 
betrug mit Mononatriumsalz der Phosphosalicylsiure 50%, mit 
ihrem Trinatriumsalz 55% und mit saurem Salz der Salicylsaure- 
anhydridphosphorsaéure 20%. Die PH-abhingigkeit der Dephos- 
phorierung aus dem Anhydridester wurde wie in oben erwahnter 
Weise untersucht. 


Saures Natriumsalz der 
Salicylséureanhydridphosphorsaure. 


nach 3 Stdn. 


PH 
P in mg Jo 

2 0.0047 (eh 
3 0.0056 8.9 
4 0.0098 15.9 
5 0.0127 20.5 
5.5 0.0127 20.5 
6 0.0114 19.0 
7 0.0049 7.9 
8 0.0041 6.6 
9 0.0035 6.3 
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BEITRAGE ZUR STRYCHNINHYPERGLYKAMIE 
Von 


PAUL T. SHEN. 
(Aus der med. Universitatsklinik von Prof. Tsunoo, Nagasaki, Japan.) 


(Eingegangen am 30. Juli 1934) 


I. EQ.eirune. 


Als erster hat Langendorff (Pollak, 1928) gezeigt, dass 
Strychninvergiftung eine Glykosurie hervorruft. Dass sie mit 
Hyperglykamie einhergeht, wurde durch Reach (1911), sowie 
dureh andere Autoren (Matsui, 1929; Yamada, 1932) fest- 
gestellt. Nach Bang und Stenstrém (Pollak, 1923) soll die 
hyperglykamische Wirkung des Strychnins mit den Konvulsionen 
in keinem direkten Zusammenhang stehen, ebensowenig mit der 
begleitenden Asphyxie. Die meisten Autoren stimmen darin 
tiberein, dass Strychnin eine Vermehrung der Adrenalinsekretion 
verursacht (Stewart und Rogoff, 1919; Schlossmann, 1927; 
Watanabe, 1927; Aomura und Yen, 1929), wenn auch Harmon 
und Me Fall(1929) die Beweisfiihrung dafiir nicht als hinreichend 
betrachten. Blum (1915) hat beobachtet, dass nach Splanchnicus- 
durehschneidung die Glykosurie ausbleibt; der Glykogenschwund 
in der Leber kommt aber auch noch unter diesen Bedingungen 
zustande. Watanabe (1927) bemerkte keine Vermehrung der 
Adrenalinsekretion an splanchnicotomierten Hunden nach 
Strychnininjektion. Wie sich der Blutzucker bei der Strychninver- 
giftung nach Splanchnicusdurchschneidung verhilt, ist noch nicht 
untersucht worden. 

Die folgenden Experimente sollen die Fragen klarstellen: 

1. welche Einfliisse die Splanchnicusdurchschneidung und die 
Nebennierenexstirpation auf die durch Strychnin hervorgerufene 
Hyperglykamie austiben und 2. ob die Krampfe mit der Strychnin- 
hyperglykamie wirklich in keinem Zusammenhang stehen. 


IJ. Mernopix. 


Zu meinen Untersuchungen wurden meist mannliche Kanin- 
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ehen, die sich in einem guten Ernahrungszustand befanden, 
gebraucht. Sie wurden vor dem Versuch immer 24 Stunden lang 
im Hungerzustand gehalten. Das Blut habe ich vor der Injektion 
und dann in halb- bzw. stiindlichen Pausen nach derselben aus der 
Ohrvene entnommen. Die Zuckerbestimmung wurde nach der neuen 
Methode von Bang ausgefiihrt. Strychninum nitricum wurde als 
0.05 proz. Ldésung in einer Dosis von 1 ce. pro kg Tier subeutan 
injiziert. Bei der Splanchnicusdurchsechneidung wurde die 
Methode von Schultze (1900), bei der Nebennierenexstirpation 
die Methode von Peiper (1924) angewandt. Alle Operationen 
wurden ohne Narkose ausgefiihrt. Die Resultate der Operationen 
wurden nach den Versuchen immer durch Autopsie kontrolliert. 


TIT. Ercesnisse. 
1. Versuche an splanchnicotomierten Kaninchen. 


Nachdem bei 5 Kaninchen die Einfliisse des Strychnins auf den 
Blutzuckerspiege! untersucht worden waren, wurden dieselben 
Tiere splanchnicotomiert. Dann wurde eine Woche od. noch spiater 
nach der Operation die hyperglykaimische Wirkung des Strychnins 
wiederholt untersucht. 

Der Krampfanfall, ohne nennenswerte vorausgehende Vergift- 
ungserscheinungen, setzte plétzlich in voller Heftigkeit, meistens 
20 bis 30 Minuten nach der Injektion, ein. Nach dem Ausbruch 
der Krampfe nahm die Atmung, wie es bei Erstickungen der Fall 
ist, nach kiirzerem od. lingerem inspiratorischen Stillstand, sowohl 
an Frequenz als auch an Tiefe zu, um nach dem Abklingen der 
Kriimpfe wieder langsam nachzulassen. Dieselben Atemverinde- 
rungen wiederholten sich bei allen Krampfanfallen. Traten 
spontane Krampfe auf und setzte die Atmung aus, so wurde sofort 
kiinstliche Respiration mit den MHianden eingeleitet. Viele 
Kaninchen gingen trotzdem in den Krimpfen ein, wihrend andere 
gar keine typischen Konvulsionen zeigten. 

Wie sich aus Tabelle I ergibt, zeigen die Blutzueckerkurven vor 
und nach der Splanchnicotomie einen sehr deutlichen Unterschied. 
Der Mittelwert der relativen Zuckerzunahme nach Strychnininjek- 
tion an den 5 Kaninchen betrug vor der Operation 92%, nach der 
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Operation aber fiel er auf 21%. Es ist sehr bemerkenswert, dass 
ein Tier (Nr. 2), welches keine deutlichen Krampfe beim Kontroll- 
versuch zeigte, doch eine relative Zunahme des Blutzuckers von 
141% zeigte, die sich nach der Operation aber trotz der heftigen 
Krampfe bis auf 40% verminderte. 

Aus diesen Versuchen geht also hervor, dass Strychnininjek- 
tion bisweilen eine deutliche Hyperglykamie hervorrufen kann, 
ohne von typischen Krampfen begleitet zu werden, und dass diese 
hyperglykaémische Wirkung in der Hauptsache durch Vermittlung 
der sympathischen Nerven erzielt wird. 


2. Einfluss der Ergotamininjektion auf die 
Strychninhyperglykamie. 

Die oben festgestellte Tatsache, dass nach Durchschneidung 
der Nervi splanchnici die Strychninhyperglykamie ausbleibt od. 
stark unterdriickt wird, legt schon den Gedanken nahe, dass auch 
Ergotamin, welches eine deutlich hemmende Wirkung auf die 
Nervenendapparate des Sympathicus ausiibt, die Strychninhyper- 
glykamie hemmend beeinflussen konnte. 

Tatsachlich ersieht man aus Tabelle II, dass Ergotamintartarat 
in der Dosis von 0.001 g pro kg Tier die Strychninhyperglykamie 
mehr oder weniger deutlich unterdriickt. Sogar bei Kaninchen 
Nr. 6 blieb die Erhohung des Blutzuckerspiegels fast vollstandig 
aus. 

Wenn Ergotamin in der Dosis von 0.002 g pro kg Tier ge- 
braucht wird, so wird die Strychninhyperglykamie, wie Tabelle III 
zeigt, in allen Versuchen fast vollkommen unterdriickt. 

Aus diesen Ergebnissen kénnen wir also schliessen, dass die 
Intaktheit der sympathischen Nerven fiir die Entstehung der 
Strychninhyperglykamie unentbehrlich ist. 


3. Versuch an nebennierenlosen Kaninchen. 

Weiter versuchte ich die Frage klarzustellen, welches Verhalten 
die Strychninhyperglykamie an nebennierenlosen Kaninchen zeigt. 
Die Entfernung der Nebennieren wurde zu zwei verschiedenen 
Zeiten mit einem Intervall von einer Woche oder linger ausgefiihrt. . 
Die EHinfliisse des Strychnins auf den Blutzuckerspiegel wurden 
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zuerst vor der ersten Operation untersucht. Nachdem die Tiere 
sich von der zweiten Operation vollstandig erholt hatten, wurden 
die Einfliisse der Exstirpation beider Nebenieren auf die Strychn- 
inhyperglykémie an den 3 Kaninehen wenn méglich mehrfach 
wiederholt untersucht. 

Tabelle IV zeigt, dass der Grad und die Dauer der Strychnin- 
hyperglykaémie an nebennierenlosen Tieren erheblich unterdriickt 
wurden. 

Aus diesen Versuchen kann man schliessen, dass die blutzucker- 
steigernde Wirkung des Strychnins an das Vorhandensein der 
Nebennieren gebunden ist. 


4. Uber die Beziehung der Hyperglykimie 
eu den Krampfen. 

Aus den obenerwahnten Versuchen konnte ich schon ersehen, 
dass einigemal (Nr. 2, 15) Strychninhyperglykaémie konstatiert 
wurde, ohne dass Krampfe beobachtet werden konnten. Diese 
Tatsache stellt schon einen direkten Zusammenhang, der zwischen 
den beiden Erscheinungen bestehen kénnte, in Zweifel. In der 
Tat kann ich weiter manche Fille anfiihren, in denen die Strych- 
ninkrampte von keiner Steigerung des Blutzuckers begleitet 
wurden. Tabelle V zeigt einige Beispiele von solchen Fallen. 

Sie stimmt mit den Beobachtungen von Fujii (1928) iiberein, 
der auch nach den Krampfen keine nennenswerte Blutzucker- 
steigerung konstatierte. 


IV. BESPRECHUNG. 


Aus den obenerwaéhnten Versuchsergebnissen kann man 
zusammenfassend folgendes schliessen. 

Das Strychnin tibt zuerst einen Reiz auf irgendein Zucker- 
zentrum aus, dessen. Lokalisation in der vorliegenden Mitteilung 
noch nicht aufgeklart werden kann. Die dadurch auftretende 
Erregung dieses Zentrums wird durch die Nv. splanchnici zu den 
Nebennieren fortgeleitet, die nun Adrenalin in einer grosseren 
Menge ausscheiden. Diese Substanz mobilisiert das Leberglykogen 
und verursacht die Steigerung des Blutzuckerspiegels, was man als 
Strychninhyperglykamie beobachtet. 
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TABELLE V. 
Beispiele der Stryehninkrampfe, die yon keiner Hyperglykamie 
begleitet wurden. 


o 
S =| “4 
oe 2 Blutzucker (g%) aS = 
EI = § : 4 a an 
#|/2|/ 2 | &@| .¢| Nacha.Strychnininjektion |Me4| M8 
Hiei: g | $2133 (St.) , S58] a 
318 Be) SH Be | 8 
B M4 A ey 3 
z, ne) 4 1 13 2 3 8 S & 
18 | 8 | 5/v1114! 2.350| 0.112| 0.107] 0.118| 0.117] 0.119| 0.127 5 
1931 
19 | 3 l16/rx | 1.870| 0.095| 0.098] 0.089] 0.093 | 0.108] 0.102 4 
1931 
201 3 {18/1 2.650} 0.098] 0.115| 0.099| 0.120] 0.102] 0.100 3 
1932 


Weiter kann man schliessen, dass die Stryechninhyperglykamie 
keinen kausalen Zusammenhang mit den Krampfen zeigt. 


V. ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Dureh die Durehschneidung der Nervi splanchnici wird 
die Hyperglykamie nach Injektion von lec. der 0.05 proz. 
Strychninnitratlésung pro kg Tier stark unterdriickt. 

2. 1mg Ergotamin pro kg Tier kann diese Strychninhyper- 
glykamie verhindern, 2 mg sie vollstandig beseitigen. 

3. Bei der Entstehung der Strychninhyperglykamié spielen 
die Nebennieren eine wichtige Rolle. 

4. Die Strychninhyperglykimie steht in keinem direkten 
Zusammenhang mit den Krampfen. 

Zum Schluss bringe ich Herrn Dr. Inoue meinen innigsten 
Dank fiir seine Hilfe bei der Ausfiihrung dieser Arbeit zum 
Ausdruck. 
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